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1. RESUMO

Os efeitos de seis lectinas da subtribo Diocleinae - DViol, DVir, DGr, ConBr, CF - ¢ da
subfamilia Mimosoideae — PP — sobre as formas infectantes - esporozoitos de Eimeria
acervulina ¢ E. tenella, foram examinadas para determinar o indice de invasio em células
primarias de rim e de embrigo de galinha. O pré-tratamento de esporozoitos com 100pg/ml
das seis lectinas e com 50ug/ml de DViol, DVir, ConBr e PP inibiram significativamente a
invaséo por E. acervulina e E. tenella, respectivamente. O pré-tratamento das células
primarias de embridio de galinha com seis lectinas (100ug/ml) ndo apresentou efeito
estatisticamente significante sobre a invasio dos esporozoitos de E. acervulina. Ndo houve
correlagdo entre a afinidade da Iectina DViol por D-manose (aglicar de especificidade das
lectinas) e o efetto de inibigdio da invasio, uma vez que o tratamento de esporozoitos de E.
acervulina ¢ E. tenella com essa lectina e D-manose apresentou resultado semelhante ao
tratamento somente com lectina. A analise dos esporozoitos de E. acervulina tratados com
as seis lectinas (100ug/ml), por meio de citometria de fluxo, nfio demonstrou ruptura na
membrana nem perda da viabilidade desses esporozoitos. Os dados obtidos no presente
trabalho sugerem que interagdes especificas entre as lectinas Diocleinae e esporozoitos de
E. acervulina ¢ E. tenella podem alterar o processo de invasdio as células cultivadas in vitro

sem, no entanto, apresentar atividade parasiticida.




- Abstract - 2

2. ABSTRACT

The effect of six plant lectins in the invasion of Eimeria acervulina and E. tenella
sporozoites using primary chick kidney and embryo cells cultivated in vitro, was examined.
Pretreatment of sporozoites with 100ug/ml of DViol, DVir, DGr, ConBr, CF, PP and
50ug/ml of DViol, DVir, ConBr and PP inhibited significantly the invasion of E.
acervilina and E. tenella sporozoites, respectively. Pretreatment of cell cultures with
100ug/ml of lectins had no significant effect on E. acervulina sporozoites invasion. There
was no correlation between sugar affinity of lectins for D-manose and the inhibitory effect
of the parasites demonstrated by treatment of E. acervulina and E. tenella sporozoites with
DViol and incubated with or without D-manose which showed similar inhibitory effects.
Flow citometric analysis of E. acervulina sporozoites treated with 100ug/ml of six lectins
showed no membrane disruption and loss of viability. The data observed in the present
study suggest that specific interactions between Diocleinae lectins and E. acervidina and E.
tenelia sporozoites can change the process of invasion in cells cultivated in vitro without
showing parasiticide activity. The experiments carried out showed higher effect of lectins

on E. acervulina sporozoites than for E. tenella sporozoites.
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3. INTRODUCAO

O Brasil € considerado atualmente, o terceiro maior produtor de frango de corte do
mundo, possuindo em 1998 cerca de 25milhdes de cabegas de matrizes de corte ¢ cerca de
trés bilhdes de cabegas de pinto de corte. A produgdo nacional de carne de frango em 1998
foi de cerca de 4,5 milhdes de toneladas. Com esse volume de produgfo, o Brasil também
se situa como o segundo exportador mundial, tendo exportado em 1998 um total
aproximado de 600 milhdes de Kg entre carne de frango inteiro e em pedagos, 0 que
representou cerca de 750 milhGes de dolares. O desempenho do Brasil no setor da
avicultura seria ainda maior se ndo fossem as doengas que afetam o plantel brasileiro, como
por exemplo a coccidiose, uma das principais causas de perda econdémica (FACTA, 2001).

A coccidiose ¢ uma das doengas parasitirias mais importantes e antigas em aves
domeésticas, apresentando formas severas de enteropatia. Atualmente, € considerado um dos
principais problemas na indastria avicola mundial. Embora existam diversos produtos
anticoccidianos em uso comercial para o controle dessa enfermidade, os problemas atuais
relacionados com o controle da doenga tém sido maiores que no passado devido a iniimeros
fatores, entre eles, a resisténcia dos parasitas aos medicamentos anticoccidianos € 0 uso
indevido dessas drogas e das vacinas vivas virulentas.

Estima-se que, o custo das formas clinica e sub-clinica da coccidiose em todo o
mundo esteja em torno de 500 milhdes de délares anuais. CASTRO (1992, apud CASTRO,
1994) mostrou que a diminui¢do de 100g no peso vivo e 0 gasto adicional de 100g de ragdo
para cada Kg de frango produzido em fungfo da coccidiose, eleva o custo de produg@io em
8%. Supondo que 10% do plante! brasileiro tivesse sido afetado por coccidiose em 1991, o

prejuizo anual representaria 13 milhdes de ddlares. Por outro lado, JORGE NETO (apud
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CASTRO, 1994) demonstrou que o custo do frango teria uma perda de US$30 milhdes por

ano caso 10% do plantel brasileiro fosse afetado com a coccidiose.

3.1. Biologia

A coccidiose € causada por protozoarios de género Eimeria, pertencentes ao Filo
Apicomplexa, compreendendo protozoarios parasitas que possuem um complexo apical,
isto €, um conjunto de organelas localizadas na porgdo anterior das formas infectantes do
parasita, as quais estdo envolvidas na adesio e na penetragio dessas formas nas células
hospedeiras. Esse complexo ¢ formado pelas seguintes organelas: dois améis polares
elétron-densos; um condide formado por diversos microtubulos em espiral dentro do anel
polar; roptrias tubulares ou saculares; micronemas; grinulos densos ¢ microtiabulos
subpeliculares que se estendem ao longo do amel polar (CURRENT er al, 1990).
Recentemente, uma organela denominada apicoplasto foi descrita em organismos do Filo
Apicomplexa (KOHLER et al., 1997).

O ciclo de vida das espécies de Eimeria possui trés fases distintas: esporogonia que
ocorre no meio exterior, merogonia e gametogonia que ocorrem dentro das células do tubo
digestivo das aves domesticas, sendo necessario o desenvolvimento completo das trés fases
para haver a formagfio final dos oocistos (forma de resisténcia). A contaminagido ocorre
quando as aves ingerem oocistos esporulados, contendo no seu interior quatro esporocistos
com dois esporozoitos cada. Através de estimulos como temperatura ¢ CO, e pela aglo
mecédnica da moela, a membrana do oocisto se rompe liberando os esporocistos no
duodeno. A tripsina no trato intestinal digere uma estrutura chamada corpo de Stieda na

parede dos esporocistos € os sais biliares estimulam a motilidade dos esporozoitos,
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promovendo a sua excistagio (CURRENT et al., 1990). Os esporozoitos penetram nas
celulas da vilosidade intestinal, iniciando o processo infeccioso. Primeiramente ocorre o
ciclo assexuado, com a formagio de merozoitos por um processo de merogonia e, a seguir,
desenvolve-se a fase assexuada com a formagiio dos gametas masculinos ¢ femininos
(KAWAZOE, 1994). A fusdo dessas formas origina o zigoto que elabora uma membrana
cistica ao seu redor dando origem ao oocisto. Essas formas sfio eliminadas com as fezes
para 0 meio exterior. Os oocistos que ndo completam a esporulagio sdo inofensivos
enquanto os oocistos esporulados s#o infectantes e podem sobreviver no ambiente por um
periodo aproximado de 3 a 6 meses. Este fato pode permitir o transporte e a transmissdo
dessas formas para as aves por meio de pessoas, animais domésticos, insetos, passaros, etc.
O esquema do ciclo de vida de Eimeria spp. encontra-se na Figura 1.

Atualmente, sdo consideradas validas sete espécies de Eimeria que infectam as
galinhas: Eimeria acervuling, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E.praecox ¢ E.
tenella. As principais caracteristicas dessas espécies estio descritas no Quadro 1. As
espécies de Limeria que parasitam galinha doméstica sdo espécie - especificas desse
hospedetro. Essa especificidade refere-se também, ao seu habitat no nivel intestinal e a sua
localizagBo dentro das células epiteliais. Aquelas de localizagio mais superficial causam
menos dano ao hospedeiro (E. praecox, E. mitis) enquanto aquelas de localizagio mais
profunda ocasionam casos mais severos da doenga (E. tenella € E. necatrix) (SHIRLEY,

1989).
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FIGURA 1. Ciclo de vida de Eimeria spp.em galinhas (WECK-HEIMANN, 2001,

1. Apods ingestfio oral de oocistos esporulados, os esporozoitos sfo liberados dos
esporocistos na luz do intestino delgado, 2 - 6. os quais penetram nas células epiteliais,
transformam-se em trofozoitos uninucieados e iniciam uma multiplicac8o assexuada por
merogonia com a formagdo dos merozolitos (merontes) dentro do vactolo parasitéforo. Os
merozoftos sdo liberados dos merontes ¢ iniciam outra geracio de merontes em outras
celulas intestinais. 7 - 8. Apos duas ou mais geracBes assexuadas, 0s merozoitos, apods a
penetragfio nas celulas epiteliais desenvolvem as formas sexuadas, diferenciando-se em
gametas masculinos e femininos pelo processo de gametogonia. Formacdo de
microgamontes multinucieados (7). que dfo origem a microgametas flagelados (9.
Formagio dos macrogamontes uninucleados {7), que apds a maturagio transformam-se em
macrogametas {8), caracterizados pela presenca de dois tipos de corpos formadores de
parede. 10-11. Apds a fertilizacdo dos gametas masculinos ¢ femininos, formam-se o0s
zigotos que elaboram uma parede cistica pela fusfo de corpos formadores de parede, dando
origem aos oocistos. 12, Ooccistos ndo esporulados s3o liberados com as fezes. A
esporulagdo que ocorTe no meio exterior por um processo de esporogonia, € dependente de
temperatura ¢ O e leva 2 formaclio de quatro esporocistos, cada um contendo dois
esporozoitos (A).
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QUADRO 1. Caracteristicas das sete espécies de Eimeria Spp. que ocorrem em galinha

doméstica (LONG, 1987).

Localizacdio| Lesbes macroscépicas | Estigios Patogeni- | Imunoge-
associados 2| Cidade * .
. .. nicidade *
infeeciio
E.acervulina | Intestino Infecgdo leve: estrias Gametocitos, ++ ++
delgado: transversais esbranquigadas; | oocistos
porgio infecgo maciga: placas
superior coalescentes, espessamento
da parede intestinal
E. brunetti | Intestino Coagulagdo, necrose, Gametocitos, e+ -+t
delgado: enterite sanguinolenta na oocistos
porgdo porgdo inferior do intestino
inferior e
Cecos
E. maxima |Intestino Paredes espessadas, Gametocitos, e+ o+
delgado exsudato muco- 00cistos
médio sanguinolento, petéquias
E. mitis Intestino Sem lesdes no intestino, Gametocitos, + ++
delgado: exsudato mucédide 00cistos
por¢io
inferior e
cecos
E. necatrix | Intestino Lestes globosas, pontos Esquizontes e+t b
médio (ciclo | brancos (esquizontes),
assexual) petéquias, exsudato com
Cecos muco ¢ filetes de sangue
{ciclo
sexual)
E. praecox |Intestino Sem lesdes, exsudato Gametocitos, (+) ++
delgado: mucoide 00cistos
porgao
superior
E. tenella Cecos Inicio: hemorragia na luz | Esquizontes -+t e
dos cecos;
Posterior: mucosa
espessada, tecido necrético
do sangue coagulado em
forma de charuto

* + = Graus de patogenicidade e imunogenicidade segundo o autor.
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3.2. Medicamentos anticoccidianos

A expansio de produgdo avicola mundial nos ultimos anos levou também ao
aumento da coccidiose. As perdas econdmicas em decorréncia dessa doenga levaram ao
desenvolvimento de diversos medicamentos anticoccidianos, O uso continuo desses
medicamentos tem levado ao surgimento de resisténcia dos coccideos, em graus variados,
descrito pela primeira vez por HORTON SMITH (1951).

As drogas anticoccidianas podem ser divididas em dois tipos: compostos quimicos
sintéticos (amprolio, arprinocide, clopidol, decoquinato, diclazuril, halofuginona,
nicarbazina, robenidina e zoalene) e os compostos ionéforos, produzidos através da
fermentac8o de uma variedade de organismos (DANFORTH, 1999). A maioria das drogas
desenvolvidas inibe os estdgios sexuado ou assexuado de primeira ou segunda geragdes do
parasita (CHAPMAN, 1993). Os antibi6ticos ionéforos (monensina, salinomicina, narasina,
lasalocida, maduramicina e semduramicina) sdo mais utilizados atualmente no controle da
coccidiose ¢ sdo capazes de transportar cations através de membranas bioldgicas e afetar
uma diversidade de processos celulares dependentes do transporte de fons. Essas drogas
acumulam-se nos esporozoitos antes que estes penetrem nas células hospedeiras. Porém, a
destrui¢do do parasita pode ocorrer antes ou depois da penetragio. A concentragdo da
monensina em merozoitos de cepas resistentes foi demonstrada como sendo maior do que a
presente em esporozoitos sensiveis (AUGUSTINE er al., 1987). A quantidade de drogas
necessaria para inibir uma cepa resistente de esporozoitos é em torno de 40 vezes maior do
que a necessaria para inibir as cepas sensiveis. Desse modo, a diferenca na acumulagiio dos

ionoforos no interior do parasita parece ser responsavel pelo desencadeamento de
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resisténcia, mas os mecanismos pelos quais ocorre a resisténcia ainda permanecem
desconhecidos.

Virios trabalhos tém sido realizados no intuito de caracterizar as drogas disponiveis
no mercado, tanto em termos de toxicidade como no desenvolvimento e avaliagio da
resisténcia: RILEY & WILSON, 1976, CHAPMAN, 1989, CHAPMAN & SHIRLEY,
1989; KAWAZOE et al., 1991; CHAPMAN, 1993; CHAPMAN, 1994; KAWAZOE & DI

FABIO, 1994, CHAPMAN & CHERRY, 1997, CHAPMAN et al., 1998; FRIEDMAN et

al., 1998, WILLIANS, 1998.

3.3. Vacinas vivas

Dada a falta de eficiéncia completa dos anticoccidianos € o desinteresse das
industrias farmacéuticas em desenvolver novas drogas devido ao alto custo para sua
pesquisa € o aparecimento precoce de resisténcia nesses medicamentos tdm-se buscado
outras alternativas para o controle da coccidiose. Entre essas alternativas estdo as vacinas
vivas.

Existem dois tipos de vacinas vivas utilizadas atualmente na industria avicola: as
que contém oocistos de linhagens selvagens (vacinas virulentas) ¢ as que contém oocistos
de linhagens precoces (vacinas atenuadas). Estas Gltimas contém oocistos precoces obtidos
através de passagens sucessivas desses parasitas em aves. A margem de seguranga das
vacinas atenuadas tem sido maior do que das vacinas virulentas, em relagio ao
aparecimento de um quadro clinico agudo da doenga, pelo fato do seu ciclo de

desenvolvimento ser mais curto do que o ciclo das espécies parentais correspondentes de
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Eimeria spp. (SHIRLEY, 1994). As vacinas atenuadas tém como vantagens principais a
produgio de nimero menor de parasitas no estagio assexuado, menor dano na mucosa
intestinal ¢ menor nimero de oocistos disseminados na cama durante cada ciclo de
infecgdo, além de conferir imunidade protetora nas aves (SHIRLEY, 1999).

A primeira vacina viva tornou-se comercialmente disponivel em 1952, nos Estados
Umnidos, com 0 nome comercial de Coccivac®. Entretanto, durante os ultimos 40 anos o uso
de vacinas vivas para o controle da coccidiose tem ocorrido em uma escala relativamente
pequena quando comparada ao uso dos anticoccidianos profildticos. Embora durante esse
periodo tenha ocorrido o aparecimento de uma sucessdo de novas drogas anticoccidianas
(ionéforos € produtos quimicos sintéticos), apenas quatro tipos de vacinas tém sido
introduzidos no mercado: Coccivac® (Shering Laboratories Inc., subsidiaria da Pitman-
Moore Ltd.); Immunocox® ( Vetech Laboratories Inc., Canada); Paracox® (Pitman-Moore
Europa Ltd.) e Livacox® (Biopharm, Research Institute of Biopharmacy and Veterinary
Drugs, Praga, Republica Tcheca). No Brasil foram introduzidos quatro tipos de vacinas:
Immunocox® (1991), Coccivac-D® (1994), Livacox®(1997) e mais recentemente
Coccivac-B® (1999).

Apesar do custo mais elevado das vacinas vivas em relacio aos anticoccidianos,
essas vacinas tém sido usadas mais freqientemente em aves reprodutoras ¢ gradualmente,
vem sendo empregadas em frangos de corte. Diversos estudos foram realizados com o
intuito de desenvolver cepas precoces de espécies de Eimeria spp., como E .acervuling
(McDONALD et al., 1982), E. mitis (McDONALD & BALLINGALL, 1983), £ praecox
(SHIRLEY et al., 1984), E. maxima (McDONALD et al.,1986; SHIRLEY & BELLATTL

1988), E. brunetti (SHIRLEY et al, 1986), E. tenella e E. necatrix (McDONALD &
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SHIRLEY, 1987). Além dessas, MONTES et al.(1998) selecionaram e desenvolveram uma
cepa espanhola de E. necatrix. No Brasil KAWAZOE & MANARINI (2001) tiveram éxito

em obter uma cepa precoce comprovadamente atenuada de E. acervuling.

3.4. Vacinas recombinantes

As vacinas recombinantes sio constituidas de antigenos extraidos de parasitas
obtidos atraves do uso de técnicas da Biologia Molecular. Muitos trabalhos tém sido
realizados caracterizando antigenos de diversas fases do ciclo de vida do parasita: antigenos
de oocistos esporulados € nfo esporulados e esporozoitos de E. tenella (GURNETT et al,
1990); perfis antigénicos de organelas dos esporozoitos (KAWAZQE et al.,1992);
antigenos comuns entre esporozoitos e merozoitos (DANFORTH & McANDREW, 1987,
CASTLE et al,, 1991); antigenos de gametdcitos, principalmente E. maxima (MENCHER
et al., 1989; WALLACH et al,, 1992).

Para que uma vacina recombinante comercial possa ser eficiente, a protegio
oferecida deve ser suficientemente alta para permitir a criagio de aves sem o uso de
anticoccidianos, sem necessariamente erradicar o parasita. Como a imunidade considerada
mais importante no caso da coccidiose avidria é representada pela imunidade celular, as
vacinas recombinantes devem ser administradas de tal forma que seja estimulada a
apresentagio dos antigenos aos linfécitos T. JENKINS er al. (1991), demonstraram
protecdo significativa contra perda de peso, bem como graus reduzidos de lesdo, em aves
imunizadas oralmente com Escherichia coli expressando um antigeno recombinante do
merozoito (MZ250) fundido com proteina ligante de galactose (GDP). Além de bactérias,

podem também ser utilizados virus como o da bouba aviaria {FPV) e o herpesvirus dos
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perus como vetores. Outras formas de vacinas recombinantes s3o as vacinas de DNA. Estas
sdo injetadas ou inoculadas na musculatura da ave e o DNA inserido é transcrito em
proteinas antigénicas do parasita, que sfio expressas e apresentadas no MHC (“major
histocompability complex™) desencadeando imunidade.

Os ensaios, in vitro, sobre inibigdo de invasio pelas formas parasitirias tém
demonstrado 0 envolvimento de diversas proteinas nos processos de aderéncia e invasio.
Esses resultados também devem ser levados em consideracfo sugerindo a elaboragio de
vacinas de composigdo multiantigénica. Com a evolugio do conhecimento sobre as
moléculas antigénicas envolvidas no desencadeamento da resposta imune & coccidiose
aviaria ¢ a padronizagdo de vias adequadas de administragSo, as vacinas recombinantes
podem se tornar ferramentas acessiveis ao mercado avicola no futuro, podendo competir
com os medicamentos anticoccidianos e as vacinas convencionais (GRUBER, 1999).

Atualmente t€m sido obtidas moléculas peptidicas a partir das formas invasivas de
Eimeria spp. que possuem efeito litico sobre as mesmas, podendo ter um futuro promissor
como “vacinas moleculares”. Entre essas moléculas, podem ser citados os peptideos
1solados por MARTIN et al(1999) e por SILVA Jr. er al.(2001), este tltimo isolado através

de bibliotecas de “Phage Display”.

3.5. Lectinas

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que se ligam de maneira reversivel a
mono- ou oligossacarideos especificos (também a glicoproteinas) sem alterar a estrutura
dos ligantes. Diversas referéncias sugerem que as lectinas desempenham papel nas

interagdes entre hospedeiro e protozoarios parasitas intestinais, assim como diversas
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espécies ndo intestinais. Sua importéncia como mediadores da aderéncia é aceita. J& foram
encontradas lectinas associadas a Entamoeba histolytica (KOBILER & MIRELMAN,
1980; RAVDIN ef al., 1985) inclusive associadas com viruléncia (OROZOCO et al., 1986;
PETRI er al., 1986; SALATA et al., 1987); Giardia lamblia (FARTHING et al., 1986;
LEV et al., 1986, WARD er al., 1987); membros do filo Apicomplexa, como Zoxoplasma
gondii, Plasmodium falciparum e Cryptosporidium parvum (CRANE & DVORAK, 1982;
JUNGERY er al., 1983; GUPTA er al., 1985; THEA et al., 1992).

Outros trabalhos tém sido publicados descrevendo o papel das lectinas nos
processos de adesdo em infecgdes por Eimeria spp. (AUGUSTINE, 1985; STROUT et al.,
1994; BABA et al., 1996). ALROY et al (1989) e SUPRASERT & FUJIOKA (1988)
observaram diferencas acentuadas na distribui¢io de residuos de carboidratos na superficie
luminal das regides do intestino delgado, grosso e cecos de galinhas. STROUT et al. (1994)
descreveram a presenca de lectinas de superficie, quase exclusivamente em esporozoitos,
mas pio em merozoitos e oocistos esporulados. Observaram que os tipos de lectinas
presentes na composi¢do bioquimica dos esporozoitos de E. tenella, E. acervulina e E.
maxima possuiam especificidade para diferentes carboidratos. Dessa forma, sugeriram que
as lectinas seriam fatores importantes na localizagfo especifica das diferentes espécies de
Eimeria no trato digestivo das aves. BABA et al. (1996), estudaram as lectinas de péssego
na invasdo de esporozoitos de E. fenella em cultura de células de rim de galinha. Foi
sugerido que residuos de D-galactose na superficie dos esporozoitos, € receptores
semelhantes de lectinas nas células hospedeiras, especificos para esse carboidrato, seriam
importantes para o processo de invasdo. Além disso, demonstraram a propriedade dessas

lectinas em inibir a invas8o dos esporozoitos.
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3.5.1. Lectinas de Plantas

Define-se lectinas de plantas como: “todas as proteinas de plantas possuindo ao
menos um dominio n#o-catalitico, que se ligue reversivelmente a um mono - ou
oligossacarideo especifico” (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Diversos tipos de lectinas de plantas tém sido descritos. De acordo com sua
estrutura total podem ser divididas em Merolectinas, consistindo em um Unico dominio
ligante a carboidrato, Hololectinas, contendo pelo menos dois dominios ligantes a
carboidrato idénticos ou bastante similares (esses dominios conferem a capacidade de
aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados); Superlectinas, compostos também de
pelo menos dois ligantes a carboidratos ndo idénticos ou similares e apresentando
especificidade para agtcares estruturalmente diferentes, Quimerolectinas, compostas de
um dominio ligante a carboidrato arranjado in tandem com um dominio ndo relacionado,
este ultimo possuindo uma atividade biolégica independente, bem definida (PEUMANS &
VAN DAMME, 1998).

As lectinas como proteinas bioativas (indugdio de mitose, inducdo da sintese de
proteinas especificas ou processos celulares) podem ser utilizadas em pesquisas que
envolvem ativagdo de linfécitos pelas chamadas lectinas mitogénicas e a indugfo da sintese
de proteinas especificas como enzimas, citocinas ou interleucinas (KILPATRICK, 1991),
efeitos indiretos resultando na imobilizagdo de bactérias (BROEKAERT & PEUMANS,
1986) e reducdio do crescimento bacteriano no intestino (PUTSZTAI er al., 1993). A
propriedade das lectinas em se ligar em carboidratos que nfo estejam presentes em tecidos

vegetais, € os efeitos bioldgicos que desencadeiam nas células, tem apontado essas
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glicoproteinas como interessantes ferramentas na pesquisa biomédica, podendo ser
utilizadas na detec¢io e caracterizacdo de glicanos especificos ou no isolamento de
glicoconjugados. Os recentes progressos na pesquisa dessas lectinas, especialmente quanto
ao entendimento das relagGes entre estrutura / especificidade / fungfio de certos grupos,
certamente irdo refinar e estender essas aplicagdes (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).
O presente trabatho se propde a estudar o efeito de hololectinas isoladas sementes
de leguminosas obtidas nos estados do Ceara e Rio Grande do Sul, da subtribo Diocleinae :
DGr, DViol ¢ DVir isoladas de Dioclea grandiflora, D. violacea e D. virgata,
respectivamente; CF isolada de Cratylia floribunda;, ¢ da subfamilia Mimosoideae: PP
isolada de Parkia platycephala. Todas essas lectinas sdo proteinas com afinidade
conservada por glicose/manose e foram isoladas pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr.

Benildo de Souza Cavada da Universidade Estadual do Ceara (DAM et al., 1998, MANN e

al., 2001).
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4. JUSTIFICATIVA

A indistria avicola mundial esta lutando para desenvolver métodos alternativos no
controle a coccidiose. Com o aumento do nimero de isolados de Eimeria spp. encontrados
no campo, resistentes aos medicamentos anticoccidianos € o longo caminho até a producio
em larga escala de vacinas a pregos vidveis, essa busca se torna ainda mais urgente.

Dessa maneira, a contribui¢do cientifica na busca de outras alternativas que possam
inibir a invasdo das formas infectantes desse protozoario e o desenvolvimento do seu ciclo
dentro do hospedeiro sem prejudicar o desenvolvimento do animal, torna-se cada vez mais
desejavel.

As lectinas, devido a suas propriedades biologicas - de ligagdo a carboidratos
especificos € de desencadeadoras de processos celulares, tem amplas possibilidades, tanto
no estudo de sua utilizagiio como inibidores bem como ferramentas para elucidar os
processos de adesdo, envolvidos na relagfio parasito - hospedeiro (PEUMANS & VAN
DAMME, 1998). Varios trabalhos tém sido realizados correlacionando a acfio das lectinas
com 0s processos de adesdio celular em diversos protozoarios parasitas, inclusive
determinando os sitios de infecc¢fio, no caso das espeécies de Eimeria (STROUT et al.,
1994). No processo de adesdo dos esporozoitos as células primarias de galinha estio
envolvidos mecanismos especificos ndo elucidados. Através do tratamento dos esporozoitos
¢ das células com as lectinas Diocleinae — DVir, DViol, DGr, ConBr, CF e PP, das quais
sdo conhecidas diversas propriedades inclusive a especificidade dessas moléculas,
pretende-se averiguar os possiveis mecanismos envolvidos na agfio dessas lectinas sobre o

processo de invasdo celular. AlteragBes nas taxas de invas3o celular apds o tratamento,
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podem indicar modificagdes das moléculas da membrana do esporozoito ou da célula
hospedeira.

LILLEY et al. (1999) sugeriram o papel das lectinas de plantas como “vacinas
comestiveis” desenvolvidas em plantas transgénicas: 4 medida que os animais se
alimentassem dessas plantas estariam se imunizando contra seus parasitas. Para que isso
seja possivel, muitos estudos ainda sfo necessarios para analisar as propriedades das
lectinas de plantas e seus possiveis efeitos em animais.

Desta forma, como 0 uso de vacinas vivas virulentas nfo apresenta seguranga total a
uma possivel infecgdo com manifestagdes clinicas decorrentes da propria vacina e as
vacinas atenuadas ainda apresentam um custo alto para a sua producdo, justifica-se o estudo
de tratamentos alternativos nio residuais para controlar a coccidiose nas granjas comerciais.

Estudos ja estdo sendo realizados pelo grupo de pesquisa do Dr. Adilson Leite do
Centro de Biologia Molecular ¢ Engenharia Genética da UNICAMP, co-orientador do
projeto, no sentido de expressar as lectinas avaliadas no presente trabatho em milho, que
representa em torno de 80% da ragfo utilizada para a criagio de frangos. Diante desse fato,
a possibilidade de atnagio dessas lectinas sobre os parasitas de Eimeria spp. se torna ainda
mais interessante uma vez que elas poderiam relamente funcionar como “vacinas

comestiveis” |
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5. OBJETIVOS

O objetivo do presente projeto foi avaliar as propriedades de seis lectinas; DVir,
DViol, DGr, ConBr, CF ¢ PP isoladas de leguminosas Diocleinae quanto a sua agdo no
processo de invasdo de esporozoitos nas duas principais espécies de Eimeria spp.
causadoras de perdas econbmicas: E. acervulina e E. tenella. Foram avaliados os seguintes
parametros:

* Capacidade das lectinas de inibir a invasio dos esporozoitos de Eimeria acervulina
as células primérias de rim de galinha, observando-se os efeitos do tratamento dos
esporozoitos e das células,

» Capacidade das lectinas de inibir a invasiio dos esporozoitos de Eimeria tenella as
c€lulas primarias de embrido de galinha, observando-se os efeitos do tratamento dos
£SpOrozoitos.

¢ Influéncia da especificidade da lectina DViol pela D-manose sobre o efeito
inibitorio.

* Relaciio entre o efeito das lectinas sobre a integridade da membrana dos
esporozoitos de Eimeria acervulina e o efeito inibitorio.

¢ Comparagio dos efeitos das lectinas sobre os esporozoitos de Eimeria acervulina e

E. tenella.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Obtencio de oocistos esporulados

Exemplares machos de galinhas das linhagens “Hy-line”- 36 e “White Leghorn”,
com 28 a 35 dias de idade, criados em salas livres de patogenos no Departamento de
Parasitologia / IB / UNICAMP foram utilizados para a inoculagio de 5a 10 x 10* oocistos
esporulados de Eimeria acervulina ¢ E. tenella para a obtengfio de oocistos.

Os oocistos foram purificados através do método de flutuagio em solugdo saturada
de NaCl. A esporulagdo foi realizada em solugio de dicromato de potassic a 2% na

presenga de O, a temperatura ambiente aproximada de 28°C (LONG er al, 1976;

CHAPMAN, 1978).

6.2. Purificacio de esporozoitos

Os oocistos esporulados foram rompidos mecanicamente, por agitagio com perolas
de vidro, para a liberacdio dos esporocistos. Os esporocistos foram incubados a 41°C na
presenca de tripsina e sais biliares para estimular a excistagio de esporozoitos (LONG et
al., 1976; CHAPMAN, 1978). Os esporozoitos foram purificados através do uso de

cromatografia de troca anidnica em coluna de celulose DAE-52 (SHMATZ et al., 1984).
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6.3. Testes de Invasio /Inibicio

6.3.1. Padronizacio de Métodos

Inicialmente, foram realizadas padronizagBes do niémero de esporozoitos e de
células a serem utilizadas nos testes de invasdo/inibi¢do. Dois tipos celulares foram
avaliados: para os testes com £. acervuling foram utilizadas células priméarias de rim e de
embrido de galinha e para £. rfenella células priméarias de embrifio de galinha.

A diferenga entre essas culturas celulares é a concentragio de fibroblastos: mais de
25% no cultivo de material de rim e em torno de 90% para o material de embrifo. O
segundo tipo celular foi adotado como definitivo devido a maior uniformidade de tipo
celular apresentado ¢ pela facilidade de obtengéio dessas culturas fornecidas pela FORT
DODGE, diminuindo significantemente o risco da contaminagfio e o custo da pesquisa.
Para ambas as culturas, os seguintes itens foram padronizados:

« Numero de células a ser utilizado por “well”;

¢ Confluéncia da monocamada de células utilizadas;

e Numero de esporozoitos por “well”, a ser utilizado nas infeccdes.

6.3.2. Numero de células e confluéncia da monocamada

Foram testadas concentragdes de 2,5 x 10° células/ “well” e 5 x 10°células/ “well”
com confluéncias de 80 e 100% para as culturas de células primarias de rim de galinha. Na
tentativa de aumentar a concentracdo de células viaveis e obter uma confluéncia menor da
monocamada final, foram realizados testes lavando-se o excesso de células mortas 30 a 40

minutos apds a confecgdo das placas para ambas as concentragdes.
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Para as culturas de células primarias de embrifio de galinha foram testadas as
concentragdes de 1 x 10° células “well”, 2 x 10° células/ “well™, 2,5 x 10° células/ “well” e
5 x 10°células/ “well”. Somente a concentragio de 2 x 10° células/ “well” apresentou

confluéncia adequada de 80 a 100% mantendo a caracteristica de monocamada.

6.3.3. Numero de esporozoitos

As concentragles de esporozoitos de Eimeria acervuling, 5 X 105, I1x10°e1,5x
10° foram testadas com cinco repetigdes, para incubacdo de 30 minutos e uma hora, em
banho-maria a 41°C, levando-se em consideragio a invasdo as células primarias de rim de
galinha e a homogeneidade dos resultados.

Através dos dados obtidos com a padronizagio do nimero de esporozoitos pdde-se
observar que o inoculo de 1 x 10° esporozoitos/ “well” apresentou resultados mais
homogéneos quanto ao numero de esporozoitos intracelulares, tanto nos resultados da
contagem individual das ldminas quanto nas médias, nos dois tempos de incubagdo
testados. Quanto aos dois outros indculos testados (5 x 10° e 1,5 x 10° esporozoitos/
“well™), tanto o nimero de esporozoitos intracelular_es para cada ldmina quanto as médias
para cada tempo de incubagfio mostraram variacfio. Desta forma, optou-se pelo uso de
concentragbes de 1 x 10° esporozoitos/ “well” e tempo de incubagdo de 30 minutos ¢ 1 hora

para os testes de invasdo/ inibicdo dos esporozoitos (figura 2).




- Material e Métodos - 22

iy

Figura 2. Células priméarias de rim de galinha infectadas com esporozoitos de Eimeria
acervulina. As setas mostram esporozoftos intracelulares, dentro do vactiolo parasitéforo
(Aumento=1000x).

Para E. fenella as mesmas concentragdes de 5 x 10°, 1 x 10°¢ 1.5 x 10° foram
testadas quanto a invasfio as células priméarias de embrifio de galinha. Somente nos testes
com 5 x 10° esporozoitos/ “well” foi possivel realizar a contagem de esporozoitos
intracelulares. Nas outras concentracdes houve significante destruigdo celular devido ao
excesso de esporozoitos. Assim, a concentracio de 5 x 10° esporozoitos/ “well” foi a

escolhida (figura 3).
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Figura 3. Células primérias de embrifio de galinha infectadas com esporozoitos de Eimeria

tenella. As setas mostram esporozoitos intracelulares, dentro do vactolo parasitdforo
{Aumento=1000x).

A diferenca entre o nimero de esporozoitos de E. fenella e E. acervulina a ser
utilizado ¢ justificado pela maior suscetibilidade de E. fenella para a invasdo de células in

vitro do que a E. acervulina (AUGUSTINE, 2001).




- Material e Métodos - 24

6.3.4. Cultura de células primdrias de rim de galinha

As celulas para cultivo in vitro foram extraidas de rins de pintos da linhagen “Hy-
line”- 36, com idade entre 1 e 7 dias. Os rins retirados foram processados com tripsina
(HOFMANN & RAETHER, 1990) e neutralizados com soro fetal bovino, & temperatura de
4°C. As células obtidas foram contadas, cultivadas em meio 199 em numero de
5x10°células/ “well”, incubadas inicialmente a 37°C com atmosfera de 45% de CO; ¢
posteriormente a 40,5°C com atmosfera de 5,0% (DORAN, 1971 ¢ HOFMANN &
RAETHER, 1990) em incubadora apropriada. As células foram cultivadas sobre laminulas

redondas em placas de poliestireno de 24 “wells” COSTAR®, por um periodo de 72 horas.

6.3.5. Cultura de células primarias de embriao de galinha

As células foram extraidas de embrides de pintos da linhagem “White Leghorn”,
com 10 dias de desenvolvimento. Estes, apds retirados, foram processados com tripsina, da
mesma maneira que os tecidos de rins (HOFMANN & RAETHER, 1990) e neutralizadas
através de soro fetal bovino & baixa temperatura. As células obtidas foram contadas,
cultivadas em meio 199 em nimero de 2x10°células/ “well”, incubadas inicialmente a 37°
C com atmosfera de 4,5% de CO; e posteriormente a 40,5° C com atmosfera de 5,0%
(DORAN, 1971 e HOFMANN & RAETHER, 1990) em incubadora apropriada. As células
foram cultivadas sobre laminulas redondas em placas de poliestireno de 24 “wells”
COSTAR®, por um periodo de 72 horas. Este material foi fornecido pela empresa FORT

DODGE.
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6.3.6. Lectinas de plantas

Foram testadas as seguintes lectinas isoladas de sementes de leguminosas,
fornecidas pelo Prof. Dr. Benildo Souza Cavada da Universidade Federal do Ceara

{(Quadro 2):

Quadro 2. Caracteristicas das lectinas utilizadas.

pH no qual assume forma

ina Ecie i i 5
Lect Espécie isolada ativa (tetrimero)

DVir Dioaclea virgata pH =65
CF Cratylia floribunda | pH 26,5
Dviol Dioclea violacea pH >4,
DGr Dioclea grandiflora  (pH > 4,5
ConBr Canavalia brasiliensis | Mistura de dimeros e

tetrAimeros mesmo até pH 8,0
pH 4,5 — 8,5: comporta como
dimero ndo dependente de pH

PP Parkia platycephala

Todas as lectinas relacionadas, além de uma estrutura molecular conservada,
possuem a mesma especificidade por Manose/Glicose (DAM et al., 1998; MANN ef ol
2001).

6.3.7. Efeito do tratamento dos esporozoitos com as lectinas

Os testes com as lectinas de plantas foram realizados com Eimeria acervulinag ‘T’ e
E. tenelia ‘PAL’, Imhagens isoladas e mantidas no Departamento de Parasitologia da
UNICAMP pela Profa. Dra. Urara Kawazoe.

Os testes de invasio na presenga das lectinas foram realizados in vitro utilizando-se
as culturas de células primarias de rim e de embrifio de galinha das linhagens “Hy-line” - 12
¢ “White Leghorn”, respectivamente. As lectinas foram testadas nas concentragdes de

50pg/mi e 100ug/ml, incubadas em banho-maria na presenca dos esporozoitos, em solugo
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tampdo de 10mM de HEPES e 250mM de sacarose, a 41°C por 30 e 60 minutos. Estes
foram inoculados em quadruplicata ou triplicata com 1x10° esporozoitos/ “well” para L.
acervulina e 5x10° esporozoitos/ “well” para E. tenella, nas culturas de células e incubados
a 40,5° C ¢ 5% de CO; durante 4 horas para permitir o processo de invasdo. As laminulas
com as células testadas foram fixadas com élcool metilico por 10 minutos e coradas com
solugdo de Giemsa durante 30 minutos. O processo de invasdo foi analisado em

microscopio optico (marca Zeiss), com aumento de 1000x.

6.3.8. Efeito do tratamento das células com as lectinas sobre a invasio dos

eSporozoitos

Os efeitos das lectinas sobre as células cultivadas ir vitro no processo de invasio de
esporozoitos foram avaliados, utilizando-se E. acervulina ‘I'. Os testes de invasfo na
presenca das lectinas foram realizados in vitro utilizando-se as culturas de células primarias
de embrido de galinha da linhagem “White Leghorn™ As lectinas foram testadas na
concentragiio de 100ug/ml, incubadas na presenca das células de embrifio cultivadas sobre
Jaminulas nas placas de 24 “wells” em meio 199, a 41° C por 60 minutos. Apos esse
periodo, as c¢lulas foram lavadas com o meio de cultura com a reposi¢io de um novo meio.
Foram inoculados 1 x 10° esporozoitos / “well” nas culturas de células, incubados a 40,5°C
¢ 5% de CO; durante 4 horas, em triplicata, para permitir o processo de invasfio. As
laminulas com as células testadas foram fixadas com élcool metilico por 10 minutos e
coradas com solug¢do de Giemsa durante 30 minutos. O processo de invasfo foi analisado

em microscopio optico (marca Zeiss), com aumento de 1000x.
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6.3.9. Efeito da D-manose no tratamento dos esporozoitos com DViol

Com o objetivo de avaliar diretamente a influéncia da especificidade ao agicar D-
manose (DAM ef al., 1998) no efeito de imbicdo das lectinas testadas, foram realizados
testes de inibiglo de invasdo de esporozoitos de E. tenella e E. acervulina na presenga da
lectina Dioclea violacea (Dviol), em células primarias de rim e de embrifio de galinha,
respectivamente. O tratamento dos esporozoitos com a lectina na presenga do aguicar de
especificidade podera alterar a capacidade do feito imibitorio do tratamento realizado
apenas com a lectina se esse for o mecanismo de agfo envolvido. Apesar das seis lectinas
apresentarem a mesma especificidade, DViol foi escolhida por ter apresentado resultados
uniformes nos testes de inibigdo da invasdo anteriores.

O agticar utilizado foi a D-manose pela qual as lectinas estudadas apresentam maior
afinidade. Tendo em wvista a concentragfo inibitdéria minima da D-manose de 6,1mM
necessaria para inibir a hemaglutinacio de eritrocitos de coetho causada por DViol (DAM
et al., 1998), optou-se por utilizar a concentracio de 20mM.

Os esporozoitos de £. tenella foram inoculados, em triplicata, com nimero de 5x10°
/“well” nas culturas de células primarias de rim de galinha e incubados a 40,5°C ¢ 5% de
CQO; durante 4 horas, para permitir o processo de invasfo. Os seguintes tratamentos foram
utilizados:

s Esporozoitos incubados em solugio tampdo fosfato (PBS) pH 7,6 em banho-maria a

41°C, por 1 hora (controle)

e Esporozoitos incubados em PBS pH 7,6 em banho-maria a 41°C, por 60 minutos, na

presenca de 100p1g/ml de DViol
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+ Esporozoitos incubados em PBS pH 7,6 em banho-maria a 41°C, por 60 minutos, na
presenga de 100ug/mi de DViol ¢ 20mM de D-manose.

As laminulas com as células testadas foram fixadas com dicool metilico por 10
minutos ¢ coradas com solugdo de Giemsa durante 30minutos. O processo de invasdo foi
analisado em microscopio 6ptico (marca Zeiss), com aumento de 1000x.

Nos experimentos com FE. acervuling foram inoculados, em tniplicata, 1x10°
esporozoitos /“well” nas culturas de células primarias de embrifio de galinha e incubados a
40,5°C ¢ 5% de CO;, durante 4 horas, para permitir o processo de invasfio. Os seguintes
tratamentos foram utilizados:
¢ Esporozoitos incubados em solugio tampédo de 250mM de sacarose € 10mM de HEPES,

pH 7,2 em banho-maria a 41°C, por 60 minutos (controle)

e Esporozoitos incubados em solugéo tampédo de 250mM de sacarose ¢ 10mM de HEPES,
pH 7.2 em banho-maria a 41°C, por 60 minutos, na presenca de 100ug/ml de DViol
o Esporozoitos incubados em solugio tampéo de 250mM de sacarose e 10mM de HEPES,

pH 7,2 em banho-maria a 41°C, por 60 minutos, na presenga de 100ug/ml de DViol e

20mM de D-manose.

As laminulas com as células testadas foram fixadas com dlcool metilico, por 10
minutos, € coradas com solugio de Giemsa durante 30minutos. O processo de mvaséo foi

analisado em microscopio Optico (marca Zeiss), com aumento de 1000x.

6.4. Teste de Integridade da Membrana

Na tentativa de elucidar os mecanismos de agdo das seis lectinas sobre a membrana

dos esporozoitos de E. acervulina, foram realizados testes de citometria de fluxo. Em 1991,
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RAETHER et al. demonstraram que a andlise de integridade da membrana, através de
citometria de fluxo, mostrou-se relevante na determinacgéio da atividade parasiticida e no
modo de acdo de determinadas drogas. A analise de integridade da membrana em
citometria de fluxo funciona de maneira analoga aos testes de exclusio por coloragio com
tripan “blue” ou eosina. As células coradas representam aquelas nas quais houve perda da
integridade de membrana (invidveis) enquanto as células n3o coradas mantdém sua
membrana integra (vidveis) (GUENTHER, 2001). Assim, ¢ possivel verificar se o efeito
mecanismos destrutivos para 0s mesmos.

O nimero de esporozoitos de E. acervulina utilizado foi de 2x10° AAratamento, com
concentragdes de S0ug/ml e 100ug/ml das lectinas e tempo de incubagio de 30 e 60
minutos, em solugdo tampép 10mM HEPES/ 250mM sacarose.

As medidas de citometria de fluxo foram realizadas em um aparelho “FacStar Plus”
(Becton-Dickinson). A emissdo de fluorescéncia foi determinada utilizando um filtro de
530 nm e os resultados foram analisados em programa “CeliQuest” (Becton-Dickinson). A
sonda utilizada foi “Sytox Green” (Molecular Probes, Pitchford, USA), que marca pela
emissdo de fluorescéncia o material nuclear das células danificadas. Assim, a emissdo de
fluorescéncia corresponde & perda de integridade da membrana das células avaliadas. A
concentracdo da sonda foi de 1/10000 em relagdo 4 amostra.

Os testes com citometria de fluxo foram realizados no Instituto de Bioquimica da
Universidade de S8o Paulo (USP) sob a orientacio do Prof. Dr. Robert Ivan Schumacher.

O mesmo experimento ndo foi realizado para F. fenella pelo fato desta espéeie, em

relacio a E. acervulina, ter sofrido menor efeito das lectinas nos testes de invas&o/ inibig#o.
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6.5. Anilise Estatistica

A analise estatistica dos testes de invasfio/ inibigdo foi realizada pela andlise de

variancia, utilizando o programa SAS (1998) de estatistica (a=0,05).
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7. RESULTADOS

7.1. Testes de Invasio/ Inibicio de esporozoitos de Eimeria acervulina
tratados com seis lectinas de planta, as células primirias de rim de

galinha

Os resultados referentes aos testes de invasfio/ inibigdo dos esporozoitos de E.
acervulina tratados com DVir, DViol, CF, DGr, ConBr ¢ PP nas concentragdes de 50ug/ml
e 100ug/ml, com tempos de incubagio de 30 e 60 minutos encontram-se na tabela 1. O
pré-tratamento com as lectinas mostrou capacidade de inibigio do processo de invasfo dos
esporozoitos tratados, tendo sido encontrado niimero reduzido de formas intracelulares em

relagdo aos controles, nas concentragdes de 100ug/ml de lectina, exceto para ConBr.

Tabela 1. Média de esporozoitos intracelulares de Eimeria acervulina, pré-tratados com

seis lectinas de planta, em células primarias de rim de galinha.

Média de esporozoitos intracelulares *

Tempo de
Tratamento  DVir  DViol CF DGr  ConBr PP
incubacio

Controle 86, 7a 101,0a 133,7a 15472 74,0ab 393a

30 minutos 50ug/ml 50,5b 45,0¢ 42,70 602c  1085a 31,0ab

100ug/ml 15,7d 70e 37, 7bc  50e 98.2a 15,0b

Controle 77,72 88.5b  390b  O1.5b 34,2b,c 43.6a

60 minutos 50ug/ml 50,5b  28,5d 21,7¢c 32d  495b,c  26ab

100pg/ml 30,7¢c 1,0e 0,0d 5,0e 10,0¢c 17,3b

As varidveis seguidas de mesma letra em mesma coluna nio diferem significativamente pela andlise de
varidncia utilizando o teste de Duncan, do programa SAS de estatistica (x=0,05),
*Em 100 campos microscopicos (aumento 1000x).

O tratamento dos esporozoitos de E. acervulina com a lectina DVir apresentou

efeito inibitério da invasdo constatado pela redugdo da média de esporozoitos intracelulares
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em relagdo ao controle, estatisticamente significante nas duas concentracdes e nos dois
tempos de incubagdo utilizados. As concentragdes de 100ug/ml apresentaram maior
redugiio na media de esporozoitos intracelulares: 86,7 no controle contra 15,7 no tratado,

com tempo de incubag@o de 30 minutos e 77,7 no controle contra 30,7 no tratado, com 60

minutos de incubag@o (tabela 1, figura 4A e 5A).

No tratamento dos esporozoitos com a lectina DViol observou-se reducio
estatisticamente significativa ainda maior da média de esporozoitos intracelulares em
relagdo ao controle na concentracio de 100ug/ml. A reducgéio do nimero de esporozoitos
intracelulares nessa concentragdo foi de 101 no controle e 7 no tratado, com tempo de

incubag@o de 30 minutos e 88,5 controle contra 1 no tratado, com tempo de incubacio de

60 minutos (tabela 1, figura 4B ¢ 5B).

O tratamento dos esporozoitos com CF apresentou maior redugdo da média de
esporozoitos intracelulares em relagfo ao controle na concentragdo de 100ug/ml com 60
minutos de incubag@o: 39 no controle ¢ nenhum esporozoito intracelular encontrado no
tratado. Apesar do controle ter apresentado um valor baixo, a diferenga com os tratados,
tanto de 50ug/ml quanto de 100ug/ml foi estatisticamente significante. Com 30 minutos de
incubagéo houve diferencga estatisticamente significante em relagfio ao controle (133,7) mas
ndo entre os tratamentos (42,7 para 50ug/ml e 37,7 para 100ug/ml) (tabela 1, figura 4C ¢
5C).

O teste com DGr apresentou redugéo estatisticamente significante na média de
gsporozoitos intracelulares em relagdo ao controle em todos os tratamentos. Com 50ug/ml e
30 minutos de incubagfo a reducdo foi de 154,7 (controle) para 60,2 e com 60 minutos de

incubagdo, de 91,5 (controle) para 32. A major redugio na média de esporozoitos
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intracelulares foi observada utilizando-se 100ug/ml de lectina, tanto para 30 como para 60
minutos de incubagio, obtendo-se o valor de 5 esporozoiios (tabela 1, figura 4D e SD).
No tratamento realizado com a lectina ConBr nfo houve redugfo estatisticamente

significante sobre a média de esporozoitos intracelulares de . acervulina em relagio aos

controles (tabela 1, figura 4E ¢ SE).
A lectina PP s6 apresentou reducgfio estatisticamente significante na média de
esporozoitos intracelulares na concentragio de 100ug/ml, de 39,3 no controle para 15 no

tratado, com tempo de incubagio de 30 minutos e de 43,6 (controle) para 17,3, com tempo

de incubacdo de 60 minutos (tabela 1, figura 4F ¢ 5F).
Como se pode observar, com excec¢fo de ConBr, houve efeito inibitério dependente
de concentragfo, maior no tratamento com 100ug/ml de lectina do que com 50pg/ml,

constatado pela reduc@o na média de esporozoitos intracelulares (tabela 1, figuras 4 e 5).
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As variavels seguidas de mesma letra n3c diferem significativamente pele andlise de varidncia utilizando o
teste de Duncan, do programa SAS de estatistica {a=0,03).

Fsporozoitos intracelulares contados em 100 campos microscopicos, aumento=1000x (barras indicam desvio
padrio}

Figura 4. Testes de invasdio de Eimeria acervulina na presenga das lectinas de planta DVir
(A); DViol (B), CF (C). DGr (D), ConBr (E) ¢ PP (F), em células primarias de rim de

galinha. Tempo de incubacdo de 30 minutos.
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As variaveis seguidas de mesma letra nfio diferem significativamente pela andfise de variineis utilizando o
teste de Duncan, do programa SAS de estatistica (o=0,0,5).

Esporozoitos intracelulares contados em 100 campos microscopicos, aumento=1000x (barras indicam desvic
padrio)

Figura 5, Testes de invasfo de Eimeria acervuling na presenga das lectinas de planta DVir
(A}, DViol (B), CF (C), DGr (D), ConBr (E) e PP (F), em células primarias de nim de

galinha. Tempo de incubagiio de 60 minutos.




- Resultados - 36

7.2. Testes de Invasdo/ Inibicio de esporozoitos de Eimeria acervulina
tratados com cinco lectinas de planta, as células primdrias de

embriio de galinha

Os testes de invasio/ inibi¢io de esporozoitos de E. acervidina foram também
realizados em células primérias de embrifio de galinha utilizando-se cinco lectinas na
concentragdo de 100ug/mi, com tempo de incubagiio de 60 minutos, com a finalidade de
comparar com os testes realizados com células primarias de rim de galinha, para a mesma
espécie. Outro objetivo desse teste foi comparar o efeito das cinco lectinas em um mesmo

expernimento, em relagio a um mesmo controle.

Tabela 2. Media de esporozoitos intracelulares de Eimeria acervulina tratados com cinco

lectinas de planta, em células primérias de embrido de galinha.

Tempo de incubagio  Tratamento*  Media de esporozoitos intracelulares**

Controle 228,6a
DVioel 5,3b
) DVir 22b
60 mimitos
DGr 30,3b
ConBr 293b
CF 18b

As varidveis seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pela anilise de varidncia utilizando o
teste de Duncan, do programa SAS de estatistica (a=0,05).

*Tratamento com 100 pg/mi de lectina

**Em 100 campos microscopicos (aumento 1000x).

Pode-se observar pela tabela 2 e figura 6 que o efeito de inibigio da invasio
demonstrado pelas lectinas nos experimentos utilizando células primérias de rim de galinha
(tabela 1 e figuras 5A, B, C, D) se confirmou para as células primarias de embrido de

galinha. Além disso, a lectina ConBr que nfio havia apresentado diferenga estatisticamente
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significante entre a meédia de esporozoitos intracelulares testados e o seu controle, atuou
com potencial igual as demais lectinas testadas. Nio foi verificada diferenca
estatisticamente significante entre a média de esporozoitos intracelulares obtida em cada
tratamento, o que sugere a semelhanca na atividade das cinco lectinas, nas condigles do

presente expenmento.

Esporozoitos intracelulares
(média)

Controle DViel DVir DGr ConBr CF
100 ug/ml  186pg/mi  106ug/ml 100ug/ml  106ug/m)

As varidveis seguidas de mesma letra nfio diferem significativamente pela andlise de varincia utifizando o
teste de Duncan, do programa SAS de estatistica (w=0,0,5},
Esporozoitos intracelulares contados em 100 campos microscopicos, aumento=1000x {barras indicam desvio

padrio}.

Figura 6. Teste de invasdo de Fimeria acervuling na presenga de cinco lectinas de planta,

em células primarias de embrifio de galinha. Tempo de incubacgdo de 60 minutos.
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7.3. Testes de Invasio/ Inibicio de esporozoitos de Eimeria acervulina as

células primarias de embrido de galinha, pré-incubadas com lectinas

Foram realizados testes de inibigdo 4 invasio utilizando esporozoitos de E.
acervulina e células primarias de embrido de galinha, tratadas com 100ug/ml das seis
lectinas. O objetivo do presente experimento foi observar o efeito das lectinas sobre o
processo de invasdo dos esporozoitos pré-tratando as células ao invés dos esporozoitos,

com a finalidade de estimar a existéncia ou ndo de atividade inibitéria especifica.

Tabela 3. Média de esporozoitos intracelulares de FEimeria acervulina, em células

primdrias de embrido de galinha, tratadas com seis lectinas de planta.

Tempo de incubagio  Tratamento®  M¢dja de esporozoitos intracelulares®*

Controle 085,3a,b

DViol 942 6a.b

DVir 1022,6a,b
60 minutos DGr 897.3b
ConBr 823,3b

CF 968,6a,b

PP 1117 3a

As varidveis seguidas de mesma letra nfo diferem significativamente pela andlise de varidncia utilizando o
teste de Duncan, do programa SAS de estatistica («=0,05).

*Tratamento com 100 pg/ml

**Em 100 campos microscopicos (aumento 1000x).

Observou-se, neste experimento, que as médias de esporozoitos intracelulares foram
bem maiores que as obtidas nos testes realizados com células de embridio de galinha, onde
os esporozoitos sofreram tratamento prévio. Um dos fatores que poderia explicar os
resultados seria, provavelmente, a menor exposi¢do dos esporozoitos aos danos no presente

experimento, pois nio sofreram processos de lavagem e incubagéo prévia.
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ste teste em que as células foram pré-tratadas com as lectinas DViol, DVir, DGr,
ConBr, CF, PP e posteriormente mnfetadas com esporozoitos de £. acervuding, apresentou
resultados estatisticamente semelhantes entre a média de esporozoitos intracelularss e o
controle. Entre 08 tratamentos, apenas DOr e ConBr, que apresentaram pequena reducio na
média de esporozoitos intracelulares (8973 e 923.3) em relaclo ao conirole (98353,
obtiveram resultados estatisticamente diferentes de PP, com média um pouco maior (117.3)

que o controie.(tabela 3 ¢ figura 7).
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As varidveis seguidas de mesma letra nfio diferem significativamente pela andlise de varidncia wtilizando o
teste ds Duncan, do programa SAS de estatistica (¢=0,0,5).

Esporozoitos intracelulares contados em 100 campos microscopicos, aumento=1000x (barras indicam desvio
padrio}

Figura 7. Teste de invasio de Eimeria acervuling em células de embrido de galinha

cultivadas in vitro tratadas com seis lectinas de planta. Tempo de incubagfo de 60 minutos.
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7.4. Testes de Invasiio/ Inibicio de esporozoitos de Eimeria tenella
tratados com seis lectinas de planta, as célaulas primarias de embrido

de galinha

Para os testes de inibigdo & invasfo, realizados com E. renella, foram utilizadas
células de embrido de galinha da linhagem “White Leghomn™, pelo fato dos testes realizados
com E. acervulina ndo terem apresentado diferenga significativa nos resultados obtidos
com células de rim ou embrifo de galinha, além das razdes expostas em Material ¢
Métodos.

Os esporozoitos de E. tenella foram tratados com DVir, DViol, CF, DGr, ConBr e
PP nas concentragbes de 50ug/ml e 100ug/ml, com tempos de incubacdo de 30 e 60
minutos. Os tratamentos com DVir, DViol, ConBr e PP se mostraram capazes de inibir o
processo de invasdo, tendo sido encontrada média reduzida de esporozoitos intracelulares

em relagdo aos controles (tabela 4).

Tabela 4. Média de esporozoitos intracelulares de Eimeria tenella tratados com seis

lectinas de planta, em células primarias de embrido de galinha.

Meédia de esporozoitos intracelulares *

Tempo de
Tratamento DVir DViol CF DPGr ConBr PP
incubacio

Controle 645 a 5755a 470a 4157a 770a 9293a

30 minutos 50pug/ml 319d 210b  4967a 411la 517,6b 612b

100pug/ml  336,3d,¢  50ia 4943a 362a 449b 641,6b

Controle 486 b 491,5a 569,5a 413a 7836a 8776a

60 minutos 50ug/ml 397¢,b,d 163b 4283a 354, 7a 474b  363,6¢

100pg/ml  4663b,c 250,6b 535,7a 442a 510,6b 6223b

As variaveis seguidas de mesma letra em mesma coluna ndo diferem significativamente pela andlise de
varifincia utiizando o teste de Duncan, do programa SAS de estatistica («=0,053).
*Em 100 campos microscopicos (aumento 1000x).
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O ftratamento com a lectina DVir apresentou redugfo da média de esporozoitos
intracelulares de E. tenella, somente com tempo de incubacfio de 30 minutos. Para esse
tempo, a média de esporozoitos intracelulares ndo variou entre as concentracdes de lectina,
tendo sido reduzido de 645 (controle) para 319 no tratamento com 50ug/ml e para 336,3 no
tratamento com 100ug/ml (tabela 4 e figuras 8A, 9A).

Nos testes realizados com DViol, ndo foi observada alteragdo estatisticamente
significante da média de esporozoitos intracelulares na concentragdo de 100ug/ml com 30
minutos de incubagdo. Os tratamentos com S0ug/ml durante 30 e 60 minutos e de
100ug/ml com 60 minutos de incubagfo apresentaram redugfo na média de esporozoitos
intracelulares estatisticamente significante em relagio aos controles (575,5 para 30 minutos
e 491,5 para 60 minutos) porém nio entre si, tendo obtido valores de 210, 163 €250,6,
respectivamente (tabela 4 e figuras 8B, 9B).

Os esporozoitos de E. fenella, tratados com as lectinas CF e DGr apresentaram
pouca alteragdo no processo de invasfo, nfio tendo sido observado efeito estatisticamente
significante entre a meédia de esporozoitos intracelulares entre os tratamentos € os controles
(tabela 4 ¢ figuras 8C, D, 9C, D).

A lectina ConBr apresentou redugdio na média de esporozoitos intracelulares
estatisticamente significativa em relagdio aos controles em todos os ftratamentos,
contrastando com os resultados obtidos com E. acervulina para os quais a mesma nio
apresentou efeito. Nio houve variag@io estatisticamente significativa entre a média de
esporozoitos intracelulares obtidos em cada tratamento (tabela 4 ¢ figuras 8E, 9E).

A lectina PP que ndo havia apresentado efeito de inibicio & invasfio dos

esporozoitos de E. acervuiina, reduziu a média de esporozoitos intracelulares de £. renelia
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em relagdo aos controles. As médias de formas intracelulares foram reduzidas de 9293
(controle de 30 minutos) para 612 com 50ug/ml ¢ para 641,6 com 100ug/ml. Para a
incubagio de 60 minutos, o valor do controle foi de 877,6 enquanto no tratamento com
50ug/ml e 100ug/ml os resultados foram respectivamente de 363,6 (maior redugiio na

meédia de esporozoitos celulares) e 6223 (tabela 4 ¢ figuras 8F, 9F).
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As varidvels seguidas de mesma letra nfio diferem significativamente pela andlise de vanidneia ntilizando o
teste de Duncan, do programa SAS de estatistica (¢=0,0,5),

Esporozoitos intracelulares contados em 100 campos microscopicos, aumento=1000x (barras indicam desvic
padrio}

Figura 8. Testes de invasfo de Eimeria tenella na presenca das lectinas de planta DVir (A);
Dviol (B), CF (C), DGr (D), ConBr (E) ¢ PP (F), em células primarias de embrifo de

galinha. Tempo de incubagio de 30 minutos.
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Ag varlaveis seguidas de mesma letra nfo diferem significativamente pela anslise de variincia utilizandc o
teste de Duncan, do programa SAS de estatistica (a=0,0,5).

Esporozoitos intracelulares contados em 100 campos microscdpicos, aumento=1000x {barras indicam desvio
padric)

Figura 9. Testes de invasdo de Eimeria tenelln na presenca das lectinas de planta DVir (A);
DViol (B), CF (C), DGr (D), ConBr (E) e PP (F), em células primérias de embrifo de

galinha. Tempo de incubagiio de 60 minutos.
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7.5. Teste de Integridade da Membrana de esporozoitos de Eimeria

acervulina tratados com seis lectinas de planta

Através do teste de citometria de fluxo foi possivel analisar a agdo das seis lectinas
sobre a integridade da membrana dos esporozoitos de E. acervulina. Essa espécie foi
escolhida para a realizagfio deste experimento por ter sido a mais sensivel ao tratamento
com as lectinas. Na tabela 5, pode-se observar os valores de fluorescéncia captados, que
correspondem a perda de integridade da membrana. Comparando-se os testes controles de
30 minutos (23,1) e de 60 minutos (24,0), nenhuma das lectinas apresentou diferenca
significativa de perda da integridade da membrana. As lectinas que apresentaram maior
emissdo de fluorescéncia foram DVir com 46,6 no tratamento de 50pg/ml e tempo de
incubagio de 30 minutos, DViol com 44,5 no tratamento com 100ug/ml 60 minutos de
incubagéio ¢ DGr com 39,2 no tratamento com 50ug/ml e 30 minutos. Estes resultados
parecem néo ter causado danos significantes & membrana, segundo a analise do Programa
Cell-Quest. Observando-se os resultados das seis lectinas, nfo houve relagdo entre a
exposicio dos esporozoitos a concentrages das lectinas ou ao tempo de incubagio, com 0s
danos provocados as membranas dos parasitas. Por outro lado, as concentragdes das
lectinas que apresentaram maior atividade de inibigfio & invasfo nos testes com cultura de

células ndo corresponderam as concentragdes que causaram maior perda de integridade da

membrana nos testes de citometria de fluxo.
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Tabela 5. Teste de Integridade da membrana dos esporozoitos de Eimeria acervulina na

presenca de seis lectinas de planta, por meio de citometria de fluxo.

Valores médios de emisséio de fluorescéncia

Tratamento*
Lectinas
30 minutos 1 hora
50pg/ml 100pug/ml  50ug/ml  100pg/mi

DVir 46,6 25,3 233 26,4
DViol 23,1 31,9 25,5 44,5
CF 26,4 23,9 23,1 23,5
DGr 392 28.0 23,1 319
ConBr 340 27,9 294 227
PP 32,5 28,1 28,6 227

*Valores de emissio de fluorescéncia dos controles:

30 minutos = 23,1 e 60 minutos = 24,0.

7.6. Influéncia da D-manose no tratamento dos esporozoitos de Eimeria

acervulina e E. tenella com DViol

Com o objetivo de avaliar a influéncia direta da especificidade por manose (DAM et

al., 1998) no efeito de inibigdo & invasfo apresentado pelas lectinas, foram realizados os

testes de invasdo/ inibig8o de esporozoitos de E. fenelia e E. acervulina na presenga da

lectina DViol.

A lectina DViol ja havia sido testada quanto a sua capacidade de inibi¢8o & invasdo

dos esporozoitos de E. acervulina e E. tenella, mostrando acentuada redugio na média de

esporozoitos intracelulares em ambas as espécies, em relagBio aos seus respectivos
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controles, na concentrag#o de 100png/ml e o tempo de incubagio de 60 minutos. Esta lectina

.....

com as espécies mencionadas.

Tabela 6. Teste de influéncia da D-manose na invasdo de esporozoitos de Eimeria tenella

tratados com DViol, as células primarias de rim de galinha, com tempo de incubagio de 60

minutos.
Tratamento Média de Esporozoitos Intracelulares
100pg/ml de DViol 46,3b
100ug/ml de DViol +
41b
20mM de D-manose
Controle (sem lectina ¢ D-manose) 135a

As vartaveis seguidas de mesma letra nfo diferem significativamente pela analise de varifincia
utilizando o teste de Duncan, do programa SAS de estatistica {ct=0,03).
*Namero de esporozoitos intracehulares em 100 campos microscdpicos (aumento 1000x).

O experimento sobre efeito inibitério da invasfio dos esporozoitos de E. renella
realizado com as células de rim de galinha no tratamento com DViol (tabela 6 ¢ figura
10A), confirmou os resultados anteriormente obtidos com os testes em células de embrido
de galinha (tabela 4 ¢ figuras 8B ¢ 9B), tendo apresentado reducfo estatisticamente
significante na meédia de esporozoitos intracelulares (46,3) em relagdo ao controle (135).
Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre a média de esporozoitos
intracelulares encontrada nesse tratamento (46,3) em relagdo ao tratamento com DViol + D-

manose (41) (tabela 6 ¢ figura 10A).
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Nos experimentos com E. acervulina, utilizando-se o tampdo 250mM sacarose /

10mM HEPES foram obtidos os seguintes resultados:

Tabela 7. Teste de influéncia da D-manose na invasdo de esporozoitos de Eimeria
acervulinag, na presenga da lectina DViol, as células primarias de embrifo de galinha, com

tempo de incubagio de uma hora.

Tratamento Média de Esporozoitos Intracelulares
100ug/ml de DViol 5,3b
100pg/ml de DViol +
5,6b

20mM de D-manose

Controle (sem lectina e D-manose) 228.6a

As varidvets seguidas de mesma letra nfo diferem significativamente pela analise de varidncia
utilizando o teste de Duncan, do programa SAS de estatistica (¢=0,05).
*Nimero de esporozoeitos intracelulares em 100 campos microscopicos (aumento 1000x).

Como se pode observar pela tabela 7 e figura 10B, a D-manose também néo foi
capaz de inibir o efeito exercido pela lectina sobre o processo de invasio dos esporozoitos
de E. acervulina, pois ndo houve diferenca estatistica entre a média de esporozoitos
intracelulares nos tratamentos com DViol, na auséncia ou presenga de manose, assim como
aconteceu com £. tenella.

Através dos experimentos de invasdo/ inibi¢do na presenca de D-manose ndo foi
possivel observar relagdo entre efeito inibitdrio da lectina DViol e sua especificidade pelo
agucar, O tratamento dos esporozoitos de E. tenella e E. acervulina com 100ug/ml de
DViol apresentou resultados semelhantes ao tratados com 100ug/ml DViol na presenca de

20mM de D-manose (figara 10B).
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As variavels seguidas de mesma letra nfo diferem significativamente pela andlise de variincia utilizando o
teste de Duncan, do programa SAS de estatistica (o=0.0,5).

Esporozoitos intracelulares contados em 100 campos microscopicos, aumento=1000x (barras indicam desvio
padrio)

Figura 10. Testes de imbiglo 4 invasio de esporozoitos de Eimeria fenella (A) e E
acervuling (B) tratados com DViol + D-manose, em células primarias de rim {(A) ¢ de

embrifio de galinha (B). Tempo de incubagfo de 60 minutos.
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8. DISCUSSAQO

No presente estudo foram testadas as lectinas Diocleinae ~ DVir, DViol, DGr,
ConBr e CF — ¢ Mimosoideae — PP — no processo de invasio de esporozoitos de Eimeria
acervulina ¢ E. tenella as células primarias de rim e de embri3o de galinha.

Os testes de invasdo de esporozoitos de £. acervulina as células primarias de rim de
galinha demonstraram redugio estatisticamente significante do nimero de esporozoitos
intracelulares, em relago aos controles, nos tratamentos com 100ug/ml de DVir, DViol,
DGr, CF e PP. Para essas cinco lectinas foi observada uma relagfo direta entre o aumento
da concentrag@o e redugdo do nimero de esporozoitos intracelulares, porém o tempo de
incubagdo dos esporozoitos na presenca das lectinas ndo apresentou influéncia sobre os
resultados obtidos. Por outro lado, o teste de inibigio 4 invasio dos esporozoitos de E.
acervulina, tratadas com as mesmas lectinas acima e com a mesma concentragio, em
células primarnias de embrido de galinha, confirmou o efeito de reducfio estatisticamente
significativa do nimero de esporozoitos intracelulares em relagio ao controle, sem
apresentar variaco estatisticamente significante entre os tratamentos, representando maior
uniformidade nos resultados. Além disso, foi constatado que as células de embrifio de
galinha se mostraram mais adaptadas para esses testes, pois o teste controle apresentou
indice de invasdo dos esporozoitos superior ao verificado com as células de rim de galinha.

Maior variagfo foi encontrada nos testes de invasfio de esporozoitos de E. renella
tratadas com as lectinas e infectadas em células primarias de embrifo de galinha. Foi
observado efeito de inibigio a invasiio somente nos tratamentos com DVir, DViol, ConBre

PP, constatado pela reducdio do nimero de esporozoitos intracelulares. Esses tratamentos
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nfo apresentaram um padrio de atuaglio em relagio & concentracio das lectinas e/ou o
tempo de incubacéo.

Na tentativa de determinar a natureza da interagfo lectina-esporozoito responsavel
pelo efeito de inibicio a invasdo, foi realizado o tratamento de esporozoitos de E.
acervulina e E. tenella com DViol + D-manose, no intuite de avaliar a influéncia do agficar
de especificidade da lectina sobre o efeito inibitdrio dos esporozoitos. Verificou-se que a
presenga da D-manose, mesmo na concentragio de 20mM, bem acima de 6,1 mM,
necessaria para a inibicdo da aglutinagdo de eritrdcitos de coelho mediada por DViol (DAM
et al., 1998), apresentou resultado semelbante ao do teste sem a presencga desse actcar, nio
mostrando efeito inibitério adicional na interago lectina-esporozoito.

Como complementagio deste estudo, foi avaliada a possibilidade de efeito litico das
seis lectinas sobre os esporozoitos de . acervulina pela anilise em citometria de fluxo,
cujos resultados demonstraram nfo ocorrer danos significativos & membrana dos
esporozoitos, indicando que ndo houve perda da sua viabilidade.

Apesar de ndo ter sido possivel determinar a natureza da interagio lectina-
esporozoito no processo de inibigio & invasdo, sugere-se que essa interagdio esteja ligada
especificamente ao esporozoito, no caso da . acervidina: o pré-tratamento das células de
embrifio com as seis lectinas ndo foi capaz de alterar o processo de invasio dos
esporozoitos, tendo em vista que os resultados entre os tratados € o controle nfo tratado
apresentaram valores semelbantes, sem diferenga estatisticamente significante. No entanto,
houve vanagdo significativa no indice de invasio dos esporozoitos entre os tratamentos
com as lectinas.

Todas as lectinas testadas foram isoladas de sementes de leguminosas e possuem

especificidade nominal conservada para manose/glicose que sdo monossacarideos. Além
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disso, possuem elevada afinidade pela regifio central de todos os carboidratos ligados a
asparagina, no qual se encontra uma cadeia de trimanosideo (DAM ef al., 1998). Essas
caracteristicas sugerem que apenas o teste da influéncia da D-manose, realizado no presente
trabalho, ndo ¢ suficiente para excluir a possivel origem da ligacdo aos carboidratos
especificos na interagéo entre as lectinas ¢ os esporozoitos, uma vez que elas podem estar
se ligando a diversos carboidratos complexos que possuam a unidade trimanosidica citada.

As lectinas testadas se caracterizam por exibir um equilibrio dependente de pH,
entre as formas dimero - tetrdmero. Entretanto, apenas a forma tetravalente possui
capacidade de se ligar a receptores da membrana celular, disparando uma série de sinais de
ativag@io para mecanismos intracelulares. A relagio entre as formas divalente ¢ tetravalente,
associada a mudangas na orientagdo relativa dos sitios de ligagio a carboidratos nas
estruturas quaternarias de lectinas homologas, tém sido responsaveis pelas diferencas nas
atividades bioldgicas dessas lectinas (SANZ-APARICIO te al, 71997, GRANGEIRO et
al.,1997). Os trabalhos de CALVETE er al. (1999) corroboram a hipétese de que pequenas
diferengas nas posigOes da estrutura priméria de lectinas filogeneticamente proximas,
amplificadas pela oligomerizagfio, podem causar um grande impacto no equilibrio das
formas dimero - tetrdmero, com conseqiiéncias bioldgicas importantes.

Os testes foram realizados em solugdio tampdo fosfato, pH 7,6 e solugdo tampdo
HEPES/sacarose, pH 7,2. Nesse intervalo de pH, as lectinas DVir, DViol, DGr e CF
assumem a forma tetravalente que € ativa, a lectina ConBr apresenta uma mistura das
formas dimero (inativa) e tetrdmero (ativa) e PP apresenta a forma de dimero (inativa).
Pode-se sugerir que a concentraggio de formas ativas e diferengas nas estruturas quaternarias
das lectinas utilizadas nos testes de invasio e de integridade das membranas dos

esporozoitos seja responsavel pela diversidade dos resultados obtidos no presente trabalho.
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Diversos trabalhos sobre interagfo parasita-célula hospedeira, incluindo inameros
parasitas intestinais, tém identificado glicoconjugados de membrana como receptores
potenciais para a invasdo, propondo que a ades3o ocorre por meio de ligacSes lectina-
gliconjugado. Essa hipotese ¢ reforcada pelo trabalho de ALROY e al, (1989);
SUPRASERT & FUJIOKA (1988} que relataram diferengas na distribuicio de residuos na
superficie luminar do epitélio nos intestinos delgado, grosso e na regido cecal das galinhas.
Além disso, fol proposto que essas interagdes possam desempenhar um papel importante na
especificidade dos esporozoitos de diversas espécies de Eimeria, pelo sitio de invasdo, o
que explicaria a localizagfio especifica das espécies de Eimeria aviaria em diferentes sitios
ao longo do tubo digestivo do hospedeiro.

STROUT et al. (1994) demonstraram, pela primeira vez, a presenca de lectinas em
E. acervuling, E. tenella e E. maxima, com especificidades diferentes da lectina ao agtcar,
para cada espécie. Através de testes de inibicBo de hemaglutinacfo, esses autores
determinaram que a lectina de E. tenella possuia especificidade para L-fucose, a de E.
acervulina para D-arabinose ¢ a de E. maxima ndo pode ser determinada, porém mostrou-se
diferente das demais. Além disso, houve uma correlagdo entre o pH otimo de atuagiio das
lectinas detectadas € o pH das regides do intestino colonizadas por essas espécies. ALROY
et al. (1989) descreveram que ocorria diferenga no pH otimo de ligagdo das lectinas entre
os glicoconjugados presentes na por¢do superior (pH 6,0), regifio inferior e cecal (pH 7.0)
do intestino das galinhas.

AUGUSTINE (1985) observou o efeito de diversas lectinas sobre o processo de
invasdio de esporozoitos de FEimeria meleagrimitis (parasita de peru), entre elas

ConA/Concanavalina A (isolada de sementes de Carnavalia ensiformis) pertencente a
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familia Diocleinae, do mesmo género de ConBr, compartilhando a mesma estrutura
molecular conservada e afinidade por manose/glicose. Dentre as lectinas testadas, somente
WGA (“wheat germ aglutinin”) incubada previamente com as células cultivadas in vifro foi
capaz de inibir a invasdo dos esporozoitos. A autora sugere que a interagio de WGA com a
membrana celular ocorra por meio de ligaghes nas regides anidnicas € nio a N-
acetilglicosamina, como evidenciado pelos resultados das outras lectinas testadas que,
apesar de apresentarem a mesma especificidade da WGA nfo foram capazes de inibir a
mnvasio.

BABA er al.(1996) propuseram que as lectinas estdio localizadas na superficie das
células hospedeiras ¢ os carboidratos na superficie dos esporozoitos, ao contrario das
observagbes dos autores anteriormente citados. As conclusdes sio baseadas em
experimentos com lectinas especificas para D-galactose: o pré-tratamento com essas
lectinas foi capaz de imibir a invasio de esporozoitos de E. rerella. Além disso, o
tratamento das células cultivadas in vitro com D-galactose também inibiu a invasdo dos
€SPOrozoitos.

Observando os resultados dos trabalhos acima citados, pode-se sugerir que a ligagdo
das lectinas testadas as unidades glicidicas estejam localizadas na membrana dos
esporozoitos envolvidas em alguma etapa do processo de adesdo, reconhecimento e invasio
das células hospedeiras. Pode-se ainda supor que a diferenca entre a atuacgiio das lectinas
sobre E. acervulina ¢ E. tenella seja consequéneia de diferente distribuigio das unidades
glicidicas interagindo com as mesmas. Essa hipdtese também pode ser sugerida uma vez
que, como foi verificado anteriormente, diferengas no padrio de distribuigio de moléculas
envolvidas no processo de invasio tém sido constatadas para as espécies de Eimeria que

invadem diferentes regides do intestino das aves.
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As lectinas utilizadas no presente trabalho apresentam propriedades bioldgicas in
vitro como: proliferagiio de linfécitos e produgo de interferon ¥ (BARRAL-NETO et al.,
1992), estimulagdo de macréfagos intraperitoniais ¢ reagio inflamatoria (RODRIGUEZ et
al., 1992), indugdo de edema de pata e imigragdo de células peritoniais em ratos (BENTO
et al., 1993; GOMES ez al., 1994, FERREIRA er al, 1996). Experimentos in vivo com
essas lectinas foram recentemente publicados por BARBOSA er al. (2001) demonstrando o
efeito de ConBr, DViol e DGr na ativagio de linfonodos de células T. Adicionalmente,
foram constatados efeitos de apoptose e inflamacgfo, freqiientemente associados com
necrose de vénulas endoteliais.

Diversos estudos complementares serfio necessarios para esclarecer os efeitos dessas
lectinas de plantas em espécies de Eimeria, tanto no processo de adesio envolvido na
invasdo celular, quanto no préprio tratamento da doenga em animais. As lectinas por terem
mostrado efeito inibitério a invas@io celular in vitro e por demonstrarem diversas

propriedades imunoestimulatdrias em animais, podem se tornar alternativas promissoras no

controle da coccidiose aviaria.
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9. CONCLUSOES

A partir da hipétese de que as lectinas Diocleinae - DVir, DViol, CF, DGr, ConBr -

¢ Mimosoideae ~ PP — seriam capazes de inibir a invasio dos esporozoitos de Eimeria

acervulina ¢ E. fenella as células primarias de rim e de embrifo de galinha foram realizados

os experimentos para sua comprovag#o, obtendo-se os seguintes resultados relevantes:

As células primarias de embrifio de galinha se mostraram mais apropriadas do que
as celulas primarias de rim de galinha para a execugio dos testes de invasio, uma
vez que o indice de invasdo pelos esporozoitos com o primeiro tipo de células foi
maior tanto para E. acervuling quanto para E. tenella.

As concentragdes de 100ug/ml das lectinas DVir, DViol, CF, DGr ¢ PP foram
eficientes para inibir a invasio dos esporozoitos de E. acervulina as células
primérias de rim e de embrido de galinha, tanto com 30 quanto com 60 minutos de
incubagéo.

As concentragdes de 50ug/ml das lectinas DVir, DViol, ConBr, ¢ PP foram
eficientes para inibir a invasdo dos esporozoitos de £. renella as células primarias de
embrido de galinha cultivadas, tendo sido observada influéncia do tempo de
incubagio somente para DVir, que atuou somente com 30 minutos de incubagio.

O efeito de inibigdo & invaso dos esporozoitos de E. acervuling e E. tenella
tratados com a lectina DViol foi semelhante na auséncia ou presenca do
monossacarideo D-manose, principal agticar de especificidade das lectinas testadas.

O efeito inibitério de invasio mostrou-se esporozoito-especifico, uma vez que os
tratamentos das células primérias de embrifio de galinha com as lectinas, ndo
alteraram o processo de invasdo.

As lectinas de planta da familia Diocleinae testadas alteraram o processo de invasfio
celular dos esporozoitos de E. acervulina e E. tenella sem, no entanto desempenhar

uma atividade parasiticida.
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As lectinas Diocleinae que apresentaram capacidade estimulatéria do sistema imune
de mamiferos in vitro ¢ in vive em diversos trabalhos publicados, mostraram no
presente trabatho, marcante efeito inibitério sobre as formas invasivas - esporozoitos de
E. acervulina e E. tenella. Essas caracteristicas ressaltam o potencial de estudo das

lectinas Diocleinae como novas formas de controle da coccidiose aviaria.
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