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Sumario

O presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar as proteinas do
extrato do fruto de Caryocar brasiliensis. Analisou-se a presenca de propriedade
aglutinante dos extratos protéicos deste vegetal, por meio de técnica de hemaglutinacio
ativa, para se verificar uma possivel atividade lectinica. Em adig#o, avaliou-se a presenga
de efeitos toxicos em células de mamiferos e do protozoario 7. gondii.

Atividade lectinica foi observada nos extratos do fruto de C. brasiliensis,os
sendo que os maiores titulos hemaglutinantes foram observados quando se utilizou o
extrato endocarpico, o qual apresentou proteinas de diferentes pesos moleculares
aparentes, variando de 12 a 82 kDa. Esta lectina apresenta atividade toxica para células
de mamiferos, como macroéfagos peritoneais e de linhagem continua,(J774) clone E-9 de
hibroma murino e enterdcito murino (IECO e para formas taquizoitas de 7. gondii,
alterando sua morfologia ao nivel estrutural e ultra-estrutural e interferindo nos processos
de adesdo e invasdo deste protozoario a célula hospedeira. Esta lectina apresentou
atividade enterotoxica em experimentos in vivo utilizando-se camundongos BALB/c
neonatos.

Esta lectina apresentou uma marcante atividade hemolitica, sendo que o
componente responsavel por esta atividade biologica ¢ parcialmente sensivel ao
aquecimento e tratamento com [-mercaptoetanol, e muito pouco sensivel a agente
quelante de calcio. Foi observado que a lectina de C. brasiliensis apresentou um
componente molecular de peso aparente de 80 kDa com atividade proteasica.

Novos estudos sdo necessarios para correlacionar as atividades biologicas do

extrato do endocarpo de C. brasiliensis com os seus diferentes componentes moleculares.
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I-INTRODUCAO

I.1 - LECTINAS

I.1.1 - Aspectos gerais

As lectinas representam uma classe de proteinas de origem ndo imune que se
ligam de maneira ndo covalente a carboidratos e podem apresentar a capacidade de
aglutinar células e/ou precipitar conjugados (LIS & SHARON, 1986). Esses compostos
sio moléculas heterogéneas amplamente distribuidas na natureza podendo ser
encontradas nos mais variados tipos de organismos vivos (revisado por LICASTRO et
al., 1993). As lectinas sdo definidas atualmente como protefinas que se ligam a
carboidratos, que nio sdo enzimas e nem anticorpos, € ndo tém atividade enzimatica
dirigida para carboidratos (CUMMINGS, 1997).

Sugere-se que as interagdes lectina-carboidrato, possam desempenhar
atividades fundamentais, no reconhecimento de c¢lulas imunes bem como a comunicagio
entre elas (KERY, 1991). Essa idéia ¢ reforcada devido a glicosilagdo das moléculas de
superficies de todas as populagdes de células imunes, bem como pela ocorréncia de varias
delas. Proteinas ligantes de manose (lectina tipo C) por exemplo, apresentam muitas
caracteristicas semelhantes a galectina 3 (Mac 2), uma proteina expressa com abundéancia
na superficie de macréfagos de sitios inflamatérios. Essa proteina exibe atividade de

ligagdo especifica para galactose € lactose, estando envolvida nos processos de regulagdo

dos macrofagos (HAJELA, 1991; LIU ez al., 1995).



I.1.2 - Interagio proteina-carboidrato na relagdo parasita-hospedeiro

As interacdes parasita-hospedeiro sio muito complexas ¢ envolvem multiplos e
complexos receptores ¢ ligantes em ambos 0s tipos celulares. Os eventos iniciais nesse
processo sdo o reconhecimento ¢ a aderéncia do parasita & célula hospedeira. Um grande
namero de interagdes célula-célula e célula-matriz ¢ provavelmente mediada por
proteinas ligantes de carboidratos ("Carbohydrate-Binding Proteins", CBPs) (WARD,
1997).

Essas CBPs podem ser lectinas, como no caso de Entamoeba histolytica
(PETRI et al., 1987), ou enzimas ligantes de carboidratos, tais como as transialidases de
T. cruzi (MING, er al., 1993). Dentre os ligantes de células hospedeiras podem incluir
glicoproteinas, glicolipides ou proteoglicanas. Por outro lado, os proprios parasitas
podem expressar glicoconjugados os quais medeiam a adesdo através da ligacdo com
lectinas do hospedeiro. A Tabela | mostra alguns protozodrios parasitas e suas respectivas
proteinas ligantes de carboidratos, segundo WARD (1997). Assim sendo, a transialidade
poderia mediar a aderéncia e invasdo de tripomastigota de 7. cruzi através da ligagdo no
4cido sidlico da célula hospedeira numa interagdo do "tipo lectina"(MING et al., 1993).
Esse evento foi demonstrado usando células CHO mutantes, deficientes na sintese de

4cido silico, na qual observou-se reducdo na aderéncia e infecgdo, pelo T. cruzi, quando

comparadas & infecgdo nas células parentais normais (SCHENKMAN e? al., 1993).

Em merozoitas de Plasmodium falciparum, durante a invasio de eritrocitos, o
antigeno Pf200 ou MAS-1, pode estar mediando a adesdio dos parasitas a c€lulas. Foi
demonstrado que a ligagdo de MAS-1 a eritrocitos era abolida apds tratamento com
neuraminidase, glicoforina soluvel, ou com anticorpos monoclonais contra a porgdo do

carboidrato da molécula (PERKINS & ROCCO, 1988).



a lectina, promoveu protegdo completa contra abscesso hepatico em 67% dos animais
infectados por via intraperitoneal com E. histolytica (PETRI & RAVDIN, 199]). Em
experimentos de aderéncia in vitro, a ligagdo de trofozoitas de amebas as células
ovarianas de hamster chinés (CHO) foi inibida em 90 a 96% por Gal e GalNAc
(RAVDIN et al., 1989). Estudos mais recentes, demonstraram que a aderéncia in vitro de
E. histolytica ¢ inibida por galactose, N-acetil-D-glisosamina (GalNac), melibiose ¢
lactose (galactose Bl-4 glucose) (PETRI & MAN, 1993; McCOY er al., 1994).

Diferentes estudos tém sugerido a presenga da atividade de GlcNAc em
promastigotas de Leishmania.Foi demonstrado que promastigotas ligadas a GlcNAc
especifica era inibida de ligar-se a macrofagos (HERNANDEZ et al., 1986).
Neoglicoproteinas e neoglicoenzimas foram utilizadas como ferramenta para identificar a
atividade ligante de carboidratos na superficie de parasitas Leishmania. Nestes estudos, as
neoglicoproteinas GlcNAc-BSA e GalNAc-BSA ligaram-se a forma promastigota mas
nio em amastigota (SCHOTTELIUS, 1992). Essa liga¢do demonstrou ser dependente de
calcio, uma vez que pdde ser bloqueada por EDTA e restaurada pela adigdo de calcio.
Estudos de ligagio com neoglicoproteinas confirmaram esses achados ¢ também
evidenciaram a ligacdo especifica de outros monossacarideos e dissacarideos incluindo
4cido sialico (SCHOTTELIUS & GABIUS, 1992). Mais recentemente, foi demonstrado
que promastigotas de Leishmania foram aglutinadas com neoglicoproteinas NAcGle-
BSA e NAcGal-BSA. Esta aglutinagéio foi bloqueada por galactosamina e 4cido sidlico.
mas ndo por GleNAc ou GalNAc, sugerindo que esta aglutinina poderia participar da

aderéncia ou invasio em macréfagos (SVOBODOVA et al., 1997).



1.1.2.1 - Toxoplasma gondii como modelo de estudo de mecanismo de adesdo e invaséo

Uma das grandes areas de estudo de 7. gondii concentra-se nos mecanismos de
adesdo ¢ invasio do parasita as células do hospedeiro, tanto fagociticas como ndo-
fagociticas. Tem sido descrito que a interagdo deste protozoario com a célula hospedeira
resultou de um processo de selegio de um receptor ou de uma familia de receptores
relativamente universais para os ligantes parasitarios, tornando este parasita
reconhecidamente muito ubiquitario na natureza (KASPER & MINEO, 1994).

T. gondii é um parasita intracelular obrigatorio, capaz de invadir todas as
células animais nucleadas até agora estudadas (BUCKLEY, 1973; WERK, 1989).
Entretanto, no consegue sobreviver em hemacias humanas, provavelmente em funcéo
dos niveis de colesterol ¢ fosfolipides do plasmalema, os quais interferem na sua
viscosidade (WERK, 1985) e também pela auséncia do nicleo. A capacidade de invadir
células filogencticamente distantes, sugere que o mecanismo de invasdo envolve um
receptor celular altamente conservado (GRIMWOOD & SMITH, 1992; MINEO &
KASPER, 1994).

Cepas de T. gondii, quando recentemente isoladas na natureza, apresentam
viruléncia distinta da encontrada nas cepas mantidas no laboratério ha muito tempo. Ha
aumento da viruléncia apos repetidas passagens em animais, dependendo da espécie
utilizada. A cepa RH de T. gondii foi obtida de tecido humano infectado e tem sido
mantida em laboratério desde 1941 (SABIN, 1941).

O taquizoita foi a primeira forma descrita do T. gondii por ser de reprodugéo
rapida e encontrada mais facilmente em liquido biologicos. Em sua morfologia observa-
se a presenga de regides polares sendo que um dos polos, denominado anterior, apresenta

o complexo apical composto de roptrias, micronemas, condide, revestido por proteinas



capazes de aderir a célula hospedeiro, € o anel polar;‘o outro pélo, mais arredondado,
geralmente apresenta o nucleo. A forma taquizoita apresenta ainda uma pelicula,
composta por trés membranas, com um arranjo sub-pelicular de microtibulos compostos
por uma rede de 22 feixes, que se juntam no conoide e envolvem toda a célula.

MINELLI (1995), isolou uma fragdo lectinica de Toxoplasma gondii que
apresenta similaridades com a jacalina, que por sua vez apresenta afinidade por residuos
de galactose. Diferentes proteinas de superficie de taquizoitas de 7. gondii estéo
envolvidas na adesdo e invasdio da célula hospedeira. Embora, nada tenha sido relatado
com relagio a presenca de propriedade lectinica destas proteinas, existe forte evidéncia
que, pelo menos uma delas (SAG-1-p30) contém ligantes que medeiam a ligacdo a
receptores na superficie de células ou a moléculas da matriz extracelular (GRIMWOOD,
1996).

FURTADO et al. (1992) observaram que a laminina, uma molécula de adesio
intercelular, favorece a adesdo de taquizoitas por miltiplos sitios de ligagdo. Apos o
contato da superficie do taquizoitas com os receptores os receptores da célula hospedeira,
ocorre uma reorientacdo do taquizoita até que o condide esteja aderido a superficie da
célula hospedeira. No espago entre o condide e a membrana da célula hospedeira, o
contetdo das roptrias ¢ extruso, sendo este capaz de modificar a membrana da célula
hospedeira (AMATO NETO et al. 1995). Logo apds a penetragdo, o parasita secreta
vesiculas membranosas, gerando na célula invadida um vactolo parasitéforo hibrido,
composto por proteinas do hospedeiro e do parasita. Esse vacuolo nfo é reconhecido
pelos sistemas de transporte intracelular, sendo resistente a digestdo e aos processos
endociticos normais (KASPER & BOOTHROYD, 1992), além de ser capaz de inibir a
acidificagio do fagossomo e sua fusdo com os lisossomos. Como resultante destes

processos, o taquizoita consegue se evadir dos sistemas de lise do hospedeiro, podendo



proliferar. Essa divisdo celular dos taquizoftas dentro do vacuolo se da por um processo
denominado endodiogenia, de onde duas células-filhas sdo geradas dentro das membranas
da célula-mie, resultando da divisdo duas células-filhas e um corpo residual da célula-
mée. A replicagdo progressiva leva a ruptura da célula parasitada, permitindo que os
parasitas invadam novas células, e disseminem-se, por via linfatica, sangiiinea ou pelas

cavidades serosas, para outros 6rgos e tecidos.(AMATO NETO et al. 1995)

1.1.3 - Lectinas presentes em animais vertebrados e invertebrados

Lectinas estdio presentes também nos animais vertebrados e invertebrados. No
sistema imune dos vertebrados, os macréfagos apresentam lectinas que participam da
fagocitose e pinocitose de organismos invasores e células sangiiineas danificadas (KERY,
1991). Macrofagos ativados possuem uma lectina especifica para N-acetil-galactosamina
e galactose responsavel pelo reconhecimento e morte de células tumorais (HAJELA,
1991) e o epitélio do timo expressa uma lectina especifica para galactose. Esta ¢
considerada responsavel por manter timocitos imaturos no cdrtex do timo atraves da
ligagdo a residuos de galactose presentes na superficie destas células.

Células animais possuem moléculas de adesdo intercelular que sdo proteinas de
membrana que permitem a interagdo de uma célula com outra (ROITT, 1993). Parece
provavel que interagdo entre endotélio e leucocitos circulantes envolva numeros
diferentes destas moléculas. Se lectinas ou moléculas lectinicas representam um tipo
dessas proteinas. Elas sdo moléculas transmembrénicas que possuem na regido
extracelular um dominio N-terminal com propriedades semelhantes a lectinas (ligam-se a

residuos de carboidrato) (ROITT, 1993).
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Os invertebrados apresentam lectinas que podem estar relacionadas com o seu
sistema de reconhecimento imunolégico, porém, nfio ha evidéncias plausiveis em relagdo
a este papel das lectinas nesses animais. H4 demonstragdes convincentes apenas para os
moluscos ¢ tunicatos nos quais as lectinas medeiam reconhecimento de particulas por

fagdcitos (ROITT, 1992).

I.1.4 - Lectinas vegetais utilizadas em estudos imunoldégicos

As lectinas de plantas tém sido utilizadas em varios estudos imunologicos
devido ao seu alto grau de especificidade por agticares ¢ poderem, em alguns casos,
estimular células do sistema imune. Estas podem ser classificadas, baseando-se na sua
capacidade em aumentar a sintese de DNA e de induzir transformacdo blastica em
populagdes especificas de linfocitos em: mitogénicas, ndo mitogénicas ou indiferentes
(KERY, 199]).

A ativagdo de linfocitos por lectinas mitogénicas € comparavel a ativagdo
antigénica, com conseqiiente modificagdes morfologicas, modulagdo fenotipica de
determinantes de superficie e liberagdo de citocinas e imunoglobulinas (WHISLER &
YATES, 1980). Por outro lado, contrastando com a ativagdo antigénica, a estimulagdo
induzida pela lectina leva & ativagdo policlonal das células imunes (WHISLER &
YATES. 1980; MILLER er al., 1982). Observagdes posteriores sugeriram que as lectinas
mitogénicas interagem com TCR de linfécitos T, com ambas as cadeias o e [ e, dessa
forma, transmitem sinais mitogénicos, levando a ativagdo policlonal nessas células
(CHILSON et al., 1984, LECA et al., 1986, CLEVERS et al., 1988).

A primeira lectina de planta com caracteristica mitogénica a ser descoberta foi

publicada a partir de Phaseolus vulgaris, a fitohemaglutinina (PHA), na década de 1960



il

(NOWELL, 1960). A partir de entdo, vdrias outras lectinas foram isoladas ¢
caracterizadas, sendo que as mais bem definidas e amplamente utilizadas em diferentes
ensaios imunolégicos sdo: Concanavalina A (Con-A) purificada de Canavalia ensiformis,
o mitégeno do "pokeweed" (Pokeweed mitogen, PWM), isolada de Phyrolacca
americana, € a aglutinina extraida do germe de trigo (Wheat germ agglutinin, WGA),
isolada de Triticum vulgaris. Essas lectinas, desempenham diferentes efeitos biologicos
sobre populagdes de linfocitos (PEACOCK ef al., 1990).

No que diz respeito as lectinas vegetais, aquelas extraidas das sementes de
Artocarpus  integrifolia foram objetos de varios estudos, dentre eles, aqueles que
inicialmente visavam utilizar essas lectinas como elementos discriminadores de formas
de crescimento de Trypanosoma cruzi (PEREIRA, et al., 1986) e como substancia
ativadora de linfécitos humanos (BUNN-MORENO & CAMPOS-NETO, 1981).
MOREIRA & AINOUZ (1981), constataram a presenga de lectinas nesse extrato, devido a
sua capacidade de aglutinar eritrocitos de diferentes animais. Essa lectina, denominada
jacalina, foi inicialmente purificada ¢ caracterizada por dois grupos independentes
(MOREIRA & AINOUZ, 1981; SURESHKUMAR et al., 1982). A analise por
cromatografia, em coluna Con-A-Sepharose, revelou que a jacalina era uma glicoproteina
(SURESHKUMAR et al., 1982). Posteriormente, APPUKUTTAN & BASU (1985)
sugeriram que esta lectina seria um tetrdmero que tem apenas dois sitios de ligagio
glicidica. pois a eletroforese em SDS-PAGE revelou uma fracdo de jacalina
correspondente a 10,5 kDa. Neste mesmo estudo, foi demonstrado ainda que os residuos
de tirosina e lisina fazem parte do sitio de ligagdo da lectina. ROQUE-BARREIRA &
CAMPOS-NETO (1985) observaram que nas culturas que continham jacalina ocorria a
formagdo de um precipitado, cuja intensidade era proporcional a concentragéo da lectina.

A hipétese de que proteinas do soro humano, adicionadas a meio de cultura, estivessem

12
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sendo precipitadas pela jacalina foi testada, e constataram que a jacalina interagia com
IgA e ndo se ligava a IgG, IgM ou IgE. Esta observagio fundamentou a proposi¢do de um
método de alta resolugdo para a purificacdo de IgA sérica e secretdria.

Estudos que comprovaram a propriedade da jacalina em estimular a produgéo
de IFN-y em culturas de linfocito T humano in vitro, levaram outros estudiosos a
produzirem hibridomas de célula T secretores de IFN-y (CRANE et al, 1984). Os
hibridomas foram produzidos a partir da fusdo de linfocitos T estimulados pela jacalina
com uma linhagem de célula T ndo secretora de IFN-y (SH9).

Relatos mais recentes descreveram uma lectina, denominada UDA, extraida de
rizomas da planta Urtica dioica que apresenta importante papel na defesa da plantula
contra fungos patogénicos (GALELLI & TRUFFA-BACHI, 1993). UDA estimula a
proliferagdo de células T. Sua atividade mitogénica se deve a sua capacidade de se ligar
a0 carboidrato N,N',N"-Triacetylchitotriose.

As lectinas atuam ndo somente em populagdes de células T e B. Em estudos in
vitro, MALDONADO et al. (1994) constataram que lectinas especificas para residuos de
glicose, manose e lactose aumentam a atividade fagocitica de macrofagos peritoneais de
camundongo. Neste mesmo estudo, aglutinina de amendoim (PNA), uma lectina
especifica para ligago a residuos de galactose, diminuiu a atividade fagocitica desses
macrofagos.

Algumas lectinas possucm atividade citotoxica para células eucaribticas. A
ricina ¢ uma proteina de peso molecular 64 kDa extraida de sementes de Ricinus
communis (MOOLTEN et al., 1976). Esta proteina apresenta uma porgdo com
propriedade lectinica - cadeia B - e outra toxica - cadeia A - interligadas por ponte
dissulfeto. A cadeia B reconhece e se liga a receptores celulares contendo galactose e

promove a entrada da cadeia A para o citoplasma das células. No interior celular, a
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cadeia A exerce seu efeito citotoxico inibindo a sintese de proteinas por inativar a
subunidade 608 ribossomal (TEIXEIRA & SANTANA, 1990; ENDO et al, 1987)

A ricina e outras toxinas de plantas ou toxinas bacterianas, como a toxina
diftérica, ndo apresentam especificidade para um determinado tipo celular, ligando-se
portanto a qualquer tipo de célula que possui seu sitio de ligagdo especifico. Para
contornar esta auséncia de tropismo, muitos estudos foram feitos conjugando toxinas com
anticorpos monoclonais (THORPE et al., 1978; THORPE, 1988). Neste caso, 0s
anticorpos realizam a fungdo de direcionar as toxinas com mais eficiéncia direcionando-
se as células alvo.

Toxinas assim conjugadas com anticorpos, constituem as chamadas
imunotoxinas, que sio agentes citotoxicos eficientes para matar células alvo dos
anticorpos.

Muitos experimentos sdo realizados com imunotoxinas. YOULE & NEVILLE
(1980), conjugaram a ricina com anticorpo monoclonal (MADb) contra o antigeno Thy 1.2
e observaram que este conjugado ¢ capaz de inibir a sintese de proteinas nas c€lulas
Jeucémicas que apresentam o antigeno Thy 1.2. Estudos in vitro foram realizados com
cadeia A da ricina conjugada a anticorpos monoclonais anti-células de cincer de mama
humano (RAMAKSISHNAN, 1989). Uma linhagem de célula tumoral (BCLI) tratada
com cadeia A da ricina conjugada a anticorpo monoclonal ndo se desenvolveu em
camundongos BALB/c (KROLICK et al., 1982).

Outras toxinas como a saponina, foram utilizadas na construgdo de
imunotoxinas. A saponina é uma proteina de peso molecular 30 kDa, extraida da planta
Saponaria oficinalis. E uma toxina de cadeia simples, nfio apresentando portanto a cadeia
ligante. Sua cadeia Unica possui atividade semelhante a cadeia A da ricina que mata

células eucarioticas inibindo a sintese de proteinas (PICKLO ez al., 1995).
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Imunotoxinas construidas pela conjugagio de saponina com anticorpos
monoclonais anti-dopamina B-hidrosilase (DBH), mostraram habilidade em destruir
neurdnios do ganglio cervical superior de ratos adultos (PICKLO et al., 1994). Além
dessas aplicagdes ha relatos de estudos direcionando imunotoxinas a populagdes de
células T para prevenir a rejeicdo de Orgdos transplantados e contra células CD4
infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana - HIV (THRUSH et al., 1996).

Nota-se, portanto, uma ampla variedade de lectinas conhecidas e inumeras sdo
as suas aplicagdes no campo da ciéncia. Assim, constata-se aqui a importancia de se
verificar a presenca de propriedade lectinica em proteinas de planta que até o presente
momento ndo foram relatadas na literatura. O presente trabalho teve como objetivo a

anélise da atividade lectinica de extratos de Caryocar brasiliensis.
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II - OBJETIVOS

- Isolar e caracterizar as proteinas do extrato do endocarpo de Caryocar
brasiliensis.

- Analisar a presenca de propriedade aglutinante dos extratos protéicos do
endocarpo de C. brasiliensis, através da técnica de hemaglutinagdo ativa.

- Analisar em cultura de células a capacidade de macréfagos peritoneais
ativados em estimular a produgdo de Oxido nitrico na presenga do extrato de C.
brasiliensis.

- Avaliar a presenca de efeitos toxicos do extrato de C. brasiliensis sobre
células eucarioticas, mensurando-se atividade litica em culturas de células ou em modelo
in vivo.

- Analisar a presenca de atividade in vivo ¢ in vitro de C. brasiliensis sobre 0
citoesqueleto de Toxoplasma gondii, com interferéncia nos mecanismos de adeéncia e

invasdo desta parasita a célula hospedeira.
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III - MATERIAL E METODOS

IILI - Obtengdo do extrato protéico.

Foi utilizado o fruto de Caryocar brasiliensis (pequi) com o propdsito de

analisar a presenca de atividade lectinica em seus extratos.

II1.1.1 - Caryocar brasiliensis

Amostras das varias partes dos frutos de C. brasiliensis, a saber epicarpo,
mesocarpo, endocarpo e semente (Figura 1) foram colocadas separadamente em
recipientes de vidro, contendo éter etilico para deslipidag@o (Cinética Quimica, S.P.), sob
agitaciio vigorosa, durante 24 horas, até que ocorra a completa evaporagdo do solvente.

Apbs esse periodo, o material obtido foi pesado e adicionado a cada 5 g de
massa, 15 ml de salina tamponada com fosfato 0,15 M, pH 7,2 (PBS) contendo 0,5 % de
fenol (Merck, Rio de Janeiro). Posteriormente, foram triturados em ligiiidificador e
incubados a 4°C, por 48 horas sob agitagio suave. A mistura foi em seguida distribuida
em tubos e submetidos a centrifugagio sob refrigeragdo (Eppendorf, Hamburg, Germany)
a 1620 g, durante dois perfodos de 30 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram colhidos e
novamente centrifugados a 13000 g por 20 minutos a 4°C.

Os sobrenadantes obtidos foram filtrados em membrana clarificante e

dialisados contra PBS, durante 48 horas a 4°C, sendo realizadas trés trocas nesse periodo.

Ao fim da dialise, a amostra foi dividida em aliquotas e armazenada a -20°C.
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I11.2 - Analise dos extratos protéicos de Caryocar brasiliensis.

Amostras dos extratos foram submetidas a dosagem protéica, determinada pelo
método de LOWRY (1951). O extrato endocarpico foi também submetido a dosagem de

polissacarides pelo método de ANTRONA (SCOTT, T.A & MELVIN, E. H.,1953).

I11.3 - SDS-PAGE

Para analisar o perfil das proteinas dos extratos protéicos, amostra de cada
extrato foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15 % em
sistema de tampdes descontinuos, segundo LAEMMLI (1970). ApOs a migracdo
eletroforética das proteinas, o gel foi corado pela prata segundo o método descrito por
FRIEDMAN (1982).

Para preparagdo do gel de separagdo, foram utilizadas as seguintes solugdes:
Tris-HC1 0,375 M pH 8,8, SDS (sulfato dodecil de s6dio) 0,1 %, acido etileno diamino
tetra acético (EDTA) 2 mM, N.N,N,N - tetrametil etileno diamino (TEMED) 0,125%,
persulfato de amonio (APS) 0,125% e Acrilamida: Bisacrilamida na proporgdo de 30:0,8,
respectivamente, no volume desejado para se obter o gel na concentragdo de 15%.

O gel de empilhamento foi preparado utilizando-se as solucdes: Tris-HC1 0,125
M pH 68, SDS 0.1%, EDTA 2 mM, TEMED 0,125%, APS 0,125% ¢
Acrilamida:Bisacrilamida 5%. Estes reagentes foram obtidos dos seguintes fornecedores:

Tris (Hydroxymethyl aminomethane) ¢ SDS (Sigma Chem. Co, St. Louis - MO, USA),
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EDTA (Quimibrés Ind. quimicas AS. Rio de Janeiro - RJ) Bisacrilamida, TEMED e APS
(Pharmacia - LKB, Produtos AB, Bromma, Suécia).

As placas foram montadas em cubas para eletroforese contendo o tampao
eletrodo (Tris-glicina 0,025 M pH 8.3).

Amostras foram diluidas separadamente na razdo de 1:1 (V/V) em tampdo de
amostra [(0,1 mM Tris pH 6.8,4% SDS, 0,2% azul de bromofenol (Sigma Chem Co, St.
Louis - MO, USA), 20% glicerol)], sem B-mercaptoetanol, e submetidas a um
aquecimento de 100°C em banho-maria durante 3 minutos. As amostras assim preparadas
foram aplicadas separadamente em pogos do gel (15 nl/pogo).

Como controle foram utilizadas proteinas de referéncia, com pesos moleculares
conhecidos, a saber: fosforilase b (97 kDa); soroalbumina bovina (67 kDa);
desidrogenase glutdmica (55 kDa); ovoalbumina (45 kDa); anidrase carbonica (29 kDa);
tripsinogénio (24 kDa); inibidor de tripsina (20 kDa); a-lactalbumina (14 kDa). A
cletroforese foi realizada sob corrente constante de 10mA, por aproximadamente 2 horas
¢ 30 minutos, utilizando-se fonte 2301 Macrodrive 1 LKB Pharmacia (Bromma,

Sweden).
I11.3.1- Método de coloragdo pela prata

Ao término da eletroforese, o gel foi fixado em uma solugdio preparada com
agua destilada a 50% de metanol (Synth, Diadema, S.P.) 12% de acido acético
(Rioquimica, S.J. do Rio Preto, S.P.) e 50 ﬁﬂde formol (Vetec, Rio de Janeiro, R.J).

Apbs a fixagdo, o gel foi lavado trés vezes em 50% de etanol (Vetec) por vinte
minutos, sendo o pré-tratamento, efetuado com tiossulfato de sédio (Na;S20s. SH,O0,

Ay
Synth, Diadema, S.P.) 2 0,1 gem 500 durante um minuto. O gel foi novamente lavado
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por trés vezes com H,O bidestilada, durante vinte segundos. Em seguida, foi impregnado
pela prata (AgNO3; Merck) durante 20 minutos e por fim a revelagdo aconteceu com a
solugio de carbonato de sodio (Na>COs Ecibra, Ind, Brasileira) 6,0 g em 100 ml de dgua
destilada e 50 ml de formol 37%, acrescido de 2 ml da solugdo de tiossulfato de sodio, até
que aparcga a cor. Quando o gel corou, a reagdio foi parada com solucdo de 50% de
metanol e 12% de acido acético, e em seguida foi fixado.

O peso molecular das proteinas visualizadas foi calculado tragando-se uma reta
de regressdo linear e relacionando-se o indice de migracio (Rf) destas proteinas com

aquelas de pesos moleculares conhecidos.

I11.4 - Reagdo de hemaglutinagio

I11.4.1 - Obtengdo das hemécias

Hemécias de diferentes espécies, a saber, humanas, de carneiro, e de diferentes
linhagens de camundongos: BALB/c, C57Bl/6, DBA/2, NZW ¢ NZB/W, foram obtidas
por pungdo venosa na presenca do anti-coagulante citrato de sédio a 2% (Reagen, Rio de
Janeiro, R.J.). Posteriormente, foi efetuada a lavagem das hemécias por centrifugacdo
com PBS e feito o ajuste para a concentragdo del% em PBS para utilizagio nas reagdes

de hemaglutinag@o.

I11.4.2 — Ensaio de hemaglutinag&o

Diluicdes dos extratos de Caryocar brasiliensis foram submetidas a reagéo de

hemaglutinacdo ativa. As reagdes foram feitas em placas de microtitulagdo de 96 pogos
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fundo em "U", utilizando-se hemacias dos camundongos: BALB/c, C57Bl/6, DBA/2,
NZW e NZB/W. Os diferentes tipos de hemacias foram diluidas a 1% em PBS, sendo que
25 pl desta solugdo foi adicionada aos pogos da placa contendo 50 pl do extrato protéico
nas concentracoes de 151,3 pg/ml, 30,3 pg/mi, 6,1 pg/ml, 1,2 pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,05
1g/ml,0,01 pg/ml e 0.002 pg/ml. O controle das hemacias consistiu de 50 pl de PBS e 25

ul da solugdo de hemicias a 1 %.

As placas foram mantidas a temperatura ambiente, por 2 horas ¢ a leitura
efetuada em negatoscopio, onde a presenca de hemaglutinagdo foi avaliada pelo padréo
do sedimento, que apresentou a forma de um botio nas reacdes negativas (-) e de um

tapete circular de bordos irregulares nas reagdes fortemente positivas (+).

1IL5 - Cultura de células

A andlise em cultura de células foi realizada com 0 proposito de se avaliar a
capacidade de macrofagos peritoneais, obtidos de diferentes linhagens de camundongos,
em estimular a produgo de 6xido nitrico (NO) 48 horas, quando cultivados em presenca
do extrato do endocarpo de C. brasiliensis.

Varias precaugdes foram seguidas no manuseio das culturas celulares para que
nfio ocorresse o insucesso dos experimentos devido a contaminagdes. Sendo a agua o
componentc fundamental dos meios de cultura, foi tratada por destilagdo, bidestilagéo,
deionizagdo e desmineralizagdo. Antes de serem utilizadas, todas as solugdes ou meios de
culturas foram esterilizados por filtragdo € testados quanto & presenga de fungos ou de
bactérias contaminantes. Demais componentes utilizados na cultura foram esterilizados,
com a finalidade de destruir os microorganismos presentes, sob a forma vegetativa, ou

sob a forma esporulada, em autoclave por calor tmido.
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II1.5.1- Macréfagos

Macrofagos peritoneais ativados foram obtidos de camundongos: BALB/c,
C57Bl/6, DBA/2, NZW e NZB/W normais, apds estimulagdo com tioglicolato de sodio a
3%. Apos trés dias, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os
macrdfagos ativados colhidos da cavidade peritoneal e lavados separadamente uma vez
em PBS estéril gelado, por centrifugagdo a 405 g durante 10 minutos. As células foram
diluidas na razdo de 1/2 em solugéo de azul Trypan a 0,4% (Sigma) contadas em camara
de Neubauer e a concentragdio ajustada de modo a conter 2 x 10° células por ml de meio
minimo modificado de Dulbecco adicionado a 10% de soro fetal bovino e dos
antibioticos: Streptomicina, Penicilina e Anfotericina (DMEM completo). As suspensoes
celulares foram distribuidas separadamente em duplicata, em placas de cultura de 96
pogos ¢ cultivadas a 37°C por 48 horas, em estufa umificada contendo ar mais 5% de
CO,, na presenga dos estimulos: LPS (Sigma) a 50 pg/ml, LPS a 50 pg/ml + IFN-y
(Pharmingen, San Diego, CA) 100 U, IFN-y 100 U, Con-A (Sigma) a 5 pg/ml e o extrato
do endocarpo de C. brasiliensis na concentragio de 75,6 pg/ml. Os sobrenadantes apos

esse periodo, foram coletados e analisados quanto a dosagem de NO.

II1.6- Dosagem de oxido nitrico (NO)

Placas de poliestireno de 96 pogos foram utilizadas na dosagem do NO
segundo o método de Griess (GREN et. al, 1982). As amostras testes ndo diluidas ¢ as
dilui¢cdes da curva padrdo foram adicionadas num volume de 50 pl por pogo. A curva

padrio de NO foi feita com uma concentragdo inicial de 200 uM e em 11 diluigdes
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seriadas subseqiientes com fator de diluigdo 2, até a concentragdo final de 0,195 pM. As
amostras testes e as da curva padrdo foram, a seguir, incubadas com o reagente de Griess.
O reagente de Griess consistiu de uma solugdo de 2,5 ml de NEED (naftiletinodiamina
dihidrocloreto) a 0,1% e 2,5 ml de sulfamilamida (Sigma) a 1% em H3PO4 2.5% em agua
destilada. Os reagentes foram misturados no momento do uso, sendo retirado o ar do
frasco neste periodo. A reaglo colorimétrica ocorreu imediatamente apos a coloragdo do
reagente de Griess e a leitura foi efetuada em leitor de microplacas (Titertek Multiskan II-

PLUS) a 570 nm.

IIL.7 - Efeito da atividade biologica do extrato endocarpico de C. brasiliensis sobre

hemécias, macrofagos murinos e clone E-9 proveniente de hibridoma murino.

O estudo das atividades biologicas do extrato endocarpico de C. brasiliensis,
particularmente as atividades lectinicas ou hemolitica, foi realizado frente a suspensdes
de hemdcias, macrofagos peritoneais murinos € clone E-9. Ao término de cada um destes
experimentos, procedeu-se a uma analise da viabilidade destas células apos tratamento
com diferentes concentragdes de endocarpo de Caryocar brasiliensis, por um periodo de

2 horas 4 temperatura ambiente.

111.7.1 — Hemacias murinas

Heméacias de camundongos BALB/c foram obtidas a partir de amostras de

sangue coletadas diretamente do plexo orbital, em capilares de vidro contendo citrato de

s6dio a 2%. As suspensdes de hemdcias foram lavadas por centrifuga¢do com salina a

0,85% (SF), ajustando-se a concentragdo para 1% em PBS. Em seguida, 25 pl desta
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suspensdo foi adicionada aos orificios da placa de poliestireno contendo 50 pl do extrato
protéico nas concentragdes de 151,3 pg/ml, 30,3 pg/ml, 6,1 pg/ml, 1,2 pg/ml, 0,2 pg/ml,
0,05 pg/ml0,01 pg/ml e 0,002 pg/ml. O controle das hemacias foi constituido de
orificios das placas contendo 50 pl de PBS e 25 pl da solucio de hemacias a 1 %. As
placas foram mantidas a temperatura ambiente por um periodo de2 horas. Apos esta

incubagdio, as suspensdes de hemdcias foram transferidas para ldminas de vidro para

serem analisadas em microscopia de luz quanto a percentagem de viabilidade.

II1.7.2 — Macréfagos peritoneais

Macrofagos obtidos de camundongos BALB/c, foram colhidos da cavidade
peritoneal e lavados uma vez em PBS 0,15 M, por centrifugagdo a 405 g durante 10
minutos. Apos a lavagem, aliquotas de 100 pl de suspensdes contendo 2 X 10° células por
ml foram adicionadas sobre laminulas de vidro que estavam acondicionadas em placas
plasticas de 6 orificios. Adicionou-se em seguida volumes de 100 pl do extrato protéico
de C. brasiliensis, nas concentragdes de 756.6 ng/ml, 378,3 pg/ml, 189,135 pg/ml, 94,6
pg/ml ou 47,3 pg/ml sobre cada laminula. Como controle, volumes de 100 pl de PBS

foram adicionados a outras laminulas contendo suspensdes de células macrofagicas.

111.7.3 - Clone E-9

Suspensdes celulares do clone E-9, obtido a partir de hibridoma murino
produzido a partir de células provenientes de camundongos BALB/c, foram coletadas de

cultura ¢ lavadas uma vez com DMEM incompleto, por centrifugacdo a 405 g durante
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cinco minutos. Apds a lavagem, aliquotas de100 pl (2 x 10° células/ml) desta suspensdo
foram adicionadas em cada um dos 6 pogos da placa contendo: 100 pl de PBS como
controle ou 100 pl do extrato protéico de C. brasiliensis, nas concentragdes de 756,6
ug/ml, 378,3 pg/ml, 189,15 pg/ml, 94,6 pg/ml ou 47,3 pg/ml.

[IL.8 - Efeito da adigio do extrato de C. brasiliensis sobre suspensdes de formas

taquizoitas de T. gondii.

O extrato de C. brasiliensis, foi adicionado a suspensdes de formas taquizoitas
de T. gondii com o objetivo de verificar possiveis efeitos sobre os parasitas, como
aglutinagdo e modificagdes nas percentagens de viabilidade dos parasitas ap6s incubagéo
de duas horas com o extrato vegetal.

Inicialmente, os parasitas da cepa RH foram coletados do exsudato peritoneal
de camundongos BALB/c. Em seguida, estas suspensoes parasitarias foram lavadas trés
vezes, durante cinco minutos por ciclo em lavagem em PBS. Ao término das lavagens, 0s
parasitas foram diluidos na razao de 1/2 em azul Trypan a 0,4% (Sigma) e contados em
camara de Neubauer.

Num segundo momento, foram separados seis tubos tipo Eppendorf contendo
cada um 100 ulde T. gondii(lO8 parasitas). Ao primeiro, correspondendo ao controle, foi
adicionado 100 ul de PBS, sendo que no segundo foi adicionado 100 pl de extrato
vegetal a 756,6 pg/ml, diluido em PBS 0.15 M, e do terceiro ao sexto tubo foi adicionado
100 pl do extrato em diluigSes seriadas na razio /2. variando de 378,3 pg/ml a 47,3
ug/ml. Apos incubagio de duas horas a temperatura ambiente, as amostras foram coradas

com Fluoro-Quench AO/EB e observadas em microscopio de fluorescéncia.
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1119 - Efeito da atividade de C. brasiliensis sobre T. gondii.

A analise da atividade de C. brasiliensis in vivo quando incubado na presenca
do T. gondii foi realizada em camundongos BALB/c com o propdsito de avaliar a
capacidade do parasita na invasao celular. Na analise in vitro foram utilizados,
enterdcitos de ratos (IEC) e macrofagos murinos peritoneais ¢ de linhagem (J774), para
analisar o processo de invasdo do parasita nestas células, bem como em eritrocitos
murinos para determinagdo da viabilidade do parasita.
Para realizacdo destes experimentos foram utilizadas amostras da cepa RH de
T. gondii (10° parasitas) e extrato endocarpico de Caryocar brasiliensis nas
concentracdes de 756,6 pug/ml, 378.3 ug/ml, 189,15 pg/ml, 94,6 pg/ml e 47,3 pg/ml
FEssas amostras foram separadas em seis tubos tipo Eppendorf. Ao primeiro,
correspondendo ao controle, 100 pl de PBS foram adicionados a 100 ul da suspensdo
parasitdria. Ao segundo tubo, denominado de puro, 100 pl da suspensdo parasitaria foram

adicionados a 100 ul de extrato de C. brasiliensis a 756,6 pug/ml. Do terceiro ao sexto

tubo, adicionou-se a suspensdo de parasitas 100 pl do extrato contendo dilui¢des seriadas,
s

na razdo }:Q, contendo, respectivamente, de 378,3 pg/ml a 47,3 pg/ml. Estas preparag0es

foram mantidas em incubagdo a temperatura ambiente durante um periodo de duas horas.

[IL9.1 - Camundongos BALB/c inoculados com T. gondii tratados ou ndo com

extrato do endocarpo de C. brasiliensis.

Ap6s o periodo de incubacdio das amostras de T. gondii ¢ extrato de C.

brasiliensis. como deserito anteriormente, foram separados cinco grupos de animais
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contendo cada um dois camundongos da linhagem BALB/c. Os animais foram inoculados
com 100 pl da amostra correspondente a0 respectivo grupo e mantidos em observagéo
por um periodo de 30 dias.

Durante este periodo, os camundongos foram sangrados nos intervalos de 7, 14
e 21 dias pelo plexo orbital, e as amostras de soros foram mantidas a -20 C até serem
testadas pelo ensaio imunoenzimatico ELISA para a detecg@o de anticorpos anti-T. gondii

produzidos por estes animais durante o periodo de observagédo.

IIL9.2 - Analise da capacidade de invasdo celular de T. gondii tratados com extrato

endocarpico de Caryocar brasiliensis.

Para determinacdo da capacidade de invasdo de T gondii, foi realizada
estimulacdo de macrofagos, obtidos de camundongos BALB/c, com tioglicolato de sédio
a 3% por 96 horas. Apds este periodo, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os macréfagos peritoneais ativados foram colhidos com PBS estéril. Este
material foi imediatamente centrifugado a 405 g durante 10 minutos e ressuspenso em 6
ml de meio de cultura DMEM completo.

Placas de cultura de 6 pogos contendo uma laminula de vidro em cada pogo,
foram esterilizadas em duplicata, adicionado-se em seguida 500 pl da suspensdo de
macrdfagos, contendo10° células, nos pogos durante duas horas a 37°C para permitir a
aderéncia das células as laminulas. Ao término deste periodo, foram adicionados 100 pl
das amostras de C. brasiliensis nas diferentes concentragdes como descritas
anteriormente. Adicionou-se a seguir taquizoitas de 7. gondii a essas células, na
proporgdo 10 parasitas para cada célula hospedeira. Estas preparagdes foram mantidas em

incubag@o a 37°C por duas horas, para permitir a aderéncia e invasao dos parasitas as
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células hospedeiras. As placas foram lavadas em PBS estéril apos este periodo, para
retirada dos parasitas ndo aderidos e/ou internalizados. Para fixagdo destas preparagdes,
adicionou-se 1 ml de acetona comercial gelada sobre as laminulas, mantendo-as a seguir
a 4°C por toda a noite. No dia seguinte, estas preparagdes foram lavadas uma vez em PBS
estéril e uma vez em agua destilada. Em seguida foi adicionado 1 ml em cada pogo de

solucdo de 5% de gelatina P.A. em PBS contendo 10 mM de azida sédica (PGN) por 15

minutos, para que fosse promovido a hidratacdio das células. Apos este periodo as

laminulas foram coradas com Giemsa e observadas em microscopia de luz.
O mesmo procedimento foi realizado com macréfagos da linhagem J774 e
enterocitos de ratos (IEC), com relagdo ao periodo de incubag@o destas células em
laminulas para aderéncia, ao periodo de incubagdo com o parasita para promover a

invasdo. a fixacdo com acetona e a coloragdo do material pelo método de Giemsa.

I1L.9.3 - Analisc da viabilidade do 7. gondii em eritrdcitos murinos apos tratamento

com endocarpo de C. brasiliensis.

Hemécias murinas foram utilizadas juntamente com amostras de T. gondii
adicionado ou ndo com endocarpo de C. brasiliensis, cOmo descrito anteriormente, para
a determinacdo da viabilidade do T. gondii apos o periodo de duas horas de incubagdo
com o extrato vegetal.

Num primeiro momento, trés camundongos BALB/c foram sangrados
diretamente no plexo orbital por meio de capilar de vidro contendo citrato de sodio a
2% Posteriormente foi efetuada a lavagem das hemacias com PBS, por centrifugagéo
de 500 g durante 5 minutos ¢ em seguida feito o ajuste de sua concentragdo para 5% em

PBS.
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a 37° C durante 45 minutos. Apds incubagdo, foram retiradas as amostras ¢ as placas
lavadas quatro vezes, cinco minutos cada ciclo com PBS T. Em seguida adicionou-se um
volume de 50 ul por pogo do conjugado IgG de cabra anti-IgG de camundongo marcada
com peroxidase na diluigdo 1/2000 em PBS T. Novamente as placas foram incubadas a
37°C por 45 minutos em camara umida ¢ as lavagens repetidas para aplicagdo de 50 ul do
substrato enzimético para que as reagdes fossem reveladas. Este substrato consistiu de
solugdo contendo 5 mg de ortofenilenodiamina (OPD), diluido em 12,5 ml de tampéo
citrato-fosfato pH 5,0 e 5 ul de H,0, 30%. O substrato foi incubado por 15 minutos a
temperatura ambiente cm camara escura.

A reagio enzimatica foi interrompida adicionado-se aos pogos 25 ul de solugdo
de acido sulfiirico (H2SOs) a 2 N ¢ a leitura das placas foram realizadas a 492 nm em

leitor de microplacas (Titertek Multiskan II-PLUS, Flow, USA).

IIL11 — Analise da atividade hemolitica indireta de C. brasiliensis

A analise da atividade hemolitica de C. brasiliensis, foi desenvolvida em meio
semi-solido de agarose, com objetivo de se verificar a presen¢a ¢ a capacidade de
fosfolipases presentes no extrato vegetal em reagir com fosfolipides da gema de ovo,

resultando na ruptura das hemdcias no gel.

Numa primeira etapa, foi selecionado o painel das amostras a screm analisadas,
consistindo de: controles negativos, PBS e dialisado fendlico contra PBS; controle
positivo correspondendo a 10 pg € 5 ug de veneno de Bothrops moojeni; ¢ as diferentes
concentracdes do endocarpo de C. brasiliensis, de 75 pg, 37,5 ug, 18,75 pg ¢ 9,37 ug.

Todas as amostras foram diluidas em PBS e conservadas a 4°C até serem utilizadas.
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Na segunda etapa, amostra de sangue humano foi colhido por pungdo
intravenosa e lavado trés vezes com PBS para obtengdo de papa de hemacias. Em
seguida, placas de vidro 12 cm x 10 cm foram preparadas cada uma contendo 12 ml de
agar nobre a 0,8% (Difco), mantidos em banho a 46°C, acrescidos de gema de ovo a 0,5%
e papa de hemdcias na concentragdo final de 5%. As placas preparadas, foram divididas
em trés grupos: controle (agarose/gema de ovo/hemdcias); contendo [-mercaptoetanol
nas concentracdes de 0,05% ou 0,1% ou EDTA nas molaridades de 10 mM e 50 mM
respectivamente. As diferentes solugdes foram solidificadas sobre placas de vidro ¢
mantidas durante 10 minutos a 4°C. Apos a solidificagdo, foram escavados doze orificios
de 0.4 cm de didmetro a uma distancia de aproximadamente 1,8 cm entre eles ¢ com
capacidade para 10 pl de amostra. Na placa controle 1 e nas placas contendo P-
mercaptoetanol ou EDTA, as amostras foram mantidas a 4°C, até aplicago no gel,
enquanto a placa controle 2 recebeu amostras que foram aquecidas a 100°C, durante
cinco minutos, antes da aplicagio no gel. Em seguida, as placas foram incubadas em

camara umida a 37°C e observadas a cada 60 minutos.

[I1.12 — Efeito da atividade enterotéxica do extrato endocarpico de C. brasiliensis

O efeito enterotoxico do endocarpo de C. brasiliensis foi investigado por
inoculagdo intragastrica de filhotes de camundongos BALB/c com 3 a 4 dias de idade.
Para determinagéo desta toxicidade, um grupo de cinco animais recebeu uma dose de 35
ug do extrato de C. brasiliensis, por animal, diluido em 100 pl de azul de Trypan € o
efeito. promovido pelo extrato vegetal foi avaliado apds trés horas da inoculag@o. Um
grupo de cinco animais, pertencentes ao grupo controle, recebeu 50 pl de PBS adicionado

a 50 ul de azul de Trypan. Apds o periodo estipulado, os animais foram sacrificados com
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éter, determinando-se as massas totais de cada animal. Em seguida, retirou-se o0s
estomagos e intestinos, determinando-se suas respectivas massas, expressas em gramas,
separadamente da carcaga. Foram também mensuradas as massas da carcaga de cada
animal. O indice de enterotoxicidade (IT) foi calculado pelo quociente entre as médias
dos valores obtidos na determina¢o das massas intestinal e da carcaga. Uma variagdo

maior que 0,01 no IT foi considerado significativo.

IIL.13 - Analise da atividade proteolitica do extrato endocarpico de C. brasiliensis

A determinagio da atividade proteolitica do extrato endocarpico de C.
brasiliensis foi realizada em SDS-PAGE, utilizando-se gel de poliacrilamida a 15% e
10%, contendo gelatina a 0,5 mg/ml como substrato protéico.

Para a preparagio do gel de separagdo, foram utilizadas as seguintes solugoes:
Tris HCI1 1,875 M pH8,8, SDS 1%, gelatina 5 mg/ml, APS 10%, TEMED e acrilamida
30% adicionada bisacrilamida 0,8%. O gel de empilhamento foi preparado conforme o
protocolo anteriomente mencionado, sem modificacdes. As placas foram montadas em
cubas para cletroforese contendo tampéao eletrodo (Tris-glicina 0,025 M pH 8,3).

Amostras do extrato vegetal foram diluidas separadamente na razao de 1:1 em
tampdo de amostra, sem B-mercaptoetanol, € ndo submetidas a aquecimento. As amostras
assim preparadas foram aplicadas separadamente, 15 pl/pogo. Apds a separagdo
eletroforética, o gel foi incubado por 7 ciclos de 30 minutos, sob agitacdo lenta, a
temperatura ambiente, em tampdo acetato de sodio 0,1 M pH 5,0, contendo 2,5% de
Triton X-100 ¢ 10 mM de DTT. Em seguida, o gel foi mantido por 60 minutos em

tampdo acetato de sédio 0,1 M pH 5.0, trocado o tampdo e incubado no mesmo por uma
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noite. A gel foi, entdio, corado com Coomassie Blue por 1 hora e descorado com solugéo

de 50% de metanol e 12% de acido acético a cada 30 minutos.

IIL14 - Efeito do extrato endocarpico de C. brasiliensis sobre o citoesqueleto de

Toxoplasma gondii.

O objetivo dos experimentos realizados com taquizoitas de 7. gondii incubados
na presenca do extrato do endocarpo de C. brasiliensis, foi analisar as possiveis
mudancas ocorridas no citoesqueleto destes parasitas apos um periodo de incubagdo de
duas horas a temperatura ambiente.

Num primeiro momento, foram colhidas as formas taquizoitas de 7. gondii em
exsudato peritoneal de camundongos Swiss infectados com a cepa RH foi colhido ¢
centrifugado por 15 minutos a 500 g. Em seguida esta preparagdo foi lavada em 12 ml de
PBS estéril, centrifugados novamente a 500 g a 4°C durante 10 minutos, sendo este ciclo
repetido por 3 vezes. Realizou-se a contagem dos parasitas em cdmara de Neubauer ¢
estes foram ressuspensos para um concentragdo de 10® taquizoitas para cada mi de PBS
estéril.

A seguir as suspensdes de parasitas foram separadas em trés tubos tipo
Eppendorf, sendo o primeiro, correspondente ao controle, contendo 100 pl de taquizoitas
de T. gondii, adicionado a 100 ul de PBS estéril, o segundo contendo 100 ul de
taquizoitas de 7. gondii, adicionado a 100 pl do extrato do endocarpo de C. brasiliensis a
756,6 ug/ml e ao terceiro tubo foi adicionado 100 pl de taquizoitas de T. gondii com 100

ul do extrato a 378,3 pg/ml. Apos a preparacdo das amostras, estas foram incubadas a

temperatura ambiente por um periodo de duas horas.
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Ao término da incubacdo foram preparadas seis telas de cobre recobertas com
formvar dicloroetano (Sigma) a 0,8% com 100 pl de cada amostra em duplicata. Apés 20
minutos, as telas foram secas em papel de filtro € imediatamente colocadas em solug@o
PHEM (60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA e 2 mM MgCl, Sigma) por 5
minutos. Em seguida foram colocadas em Triton X-100 5% (Sigma) diluido em PHEM
durante 5 minutos. Novamente as telas foram secas em papel de filtro e fixadas com
glutaraldeido 1,0% em PHEM por 10 minutos. Apos fixagio foi processada a lavagem
das mesmas em 5 gotas de PHEM. As telas foram, entdo, coradas com acetato de uranila
a 1,0% em H,O, utilizando-se 3 gotas por 5, 10 e 20 segundos respectivamente, sendo
secas em papel de filtro a cada passagem de gota.

Para a desidratacdo foi utilizado etanol nas concentra¢des crescentes de 70%,
80%. 90% e 100%, sendo a duragio em cada uma das etapas de 5 minutos. Ao término do
processo de extragdo da membrana dos parasitas para que fosse possivel a observagéo do
citoesqueleto destes, as telas foram secas ao ponto critico (CPD) ¢ analisadas em

microscopia eletronica (ME).
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IV - RESULTADOS

IV.1 - Analise dos extratos protéicos de C. brasiliensis.

IV.1.1 - Dosagem protéica e de polissacarides

As amostras dos extratos do epicarpo, mesocarpo, endocarpo € semente de C.
brasiliensis, submetidas a dosagem de proteinas pelo método de LOWRY, demonstrou
concentragdo protéica de, respectivamente, 2074,6; 1894,3; 756,6 € 288,0 pg/ml. Baseado
na dosagem de polissacérides, segundo método de ANTRONA, o extrato endocarpico

apresentou concentragéo de 5369.3 pg/ml.

IV.1.2 — Perfil protéico SDS-PAGE dos extratos de C. brasiliensis

Os resultados do gel de poliacrilamida pela prata estdo representados na Figura
2. Diferentes perfis protéicos foram obtidos de acordo com a fragdo vegetal testada. O
extrato do endocarpo de C. brasiliensis foi aquele que apresentou um perfil eletroforético
mais bem definido, revelando a presenca de proteinas de pesos moleculares aparentes de

82,79, 65, 59, 51,32, 17, 15, 12 kDa em SDS-PAGE, a 15%.
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IV.2 — Analise da reacio de hemaglutinagdo dos extratos protéicos de C. brasiliensis

Observou-se que os extratos protéicos de C. brasiliensis apresentou diferentes
titulos de hemaglutinagdo frente ao painel de heméacias. Hemacias humanas e de carneiro
foram aglutinadas em altos titulos quando se utilizou o extrato endocarpico. Os resultados
da reacdo de hemaglutinagdo com suspensdo de hemacias de camundongo frente aos
diferentes extratos de C. brasiliensis estdo demonstrados na Figura 3. Observou-se
marcantes diferencas quanto aos titulos hemaglutinantes, sendo que os maiores foram
observados com o extrato endocarpico (640). O extrato da semente foi destituido de
atividade hemaglutinante (<5), enquanto que o extrato epicarpico somente apresentou
hemaglutinagio na primeira dilui¢do (5). O extrato do mesocarpo também apresentou
titulo hemaglutinante baixo (20).

Para o extrato endocarpico de C. brasiliensis, foram também realizadas reagdes
de hemaglutinagio com diferentes suspensdes de hemacias obtidas do sangue de
camundongos das linhagem: BALB/c, C57Bl/6, DBA/2, NZW e NZB/W, colhidas em
citrato de sodio a 2%. Foi observado que o extrato de C. brasiliensis apresentou titulo
superior de 640 quando utilizado eritrocitos de BALB/c, C57Bl/6 ¢ DBA/2, no entanto

para os eritrocitos de NZW e NZB/W os titulos apresentaram-se igual a 320 (Tabela 2).
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TABELA 2. Titulos de hemaglutinagdo do extrato endocarpico de C.
brasiliensis com diferentes suspensdes de hemacias obtidas do sangue de camundongos
das linhagem: BALB/c, C57BV/6, DBA/2, NZW e NZB/W ajustadas na concentragdo de

1% em PBS, tendo como anti-coagulante citrato de sédio a 2%.

ERITROCITOS DE LINHAGENS MURINAS
EXTRATO
VEGETAL BALB/c C57Bl/6 DBA/2 NZW NZB/W

Endocarpo de
C. brasiliensis 640 640 640 320 320







Titulo hemaglutinante

5

480+

320

160

Tipos de extratos

O Epicarpo
W Mesocarpo
O Endocampo
0 Semente

39
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IV.3 - Analise da atividade biologica do extrato vegetal sobre macrofagos peritoneais

murinos.

A atividade bioldgica dos extrato de C. brasiliensis, foi analisada pela dosagem
de 6xido nitrico nos sobrenadantes de cultura de macrofagos peritoneais obtidos de
camundongos das linhagens: BALB/c, C57BI/6, DBA/2, NZW e NZB/W, ativados com
tioglicolato de sddio a 3%, 96 horas antes da realizagdo do experimento. Deste modo,
para que fosse realizada esta andlise, suspensdes de macrofagos acima mencionados
foram cultivadas em presenca de Con-A (5 pg/ml), LPS (50pg/ml), LPS e IFN-y (50

pg/ml e 100 U, respectivamente), IFN-y (100 U) como amostras padrdo positivas, ou

extrato do endocarpo de C. brasiliensis (75,66 pg/ml).

Nos sobrenadantes dos macrofagos de camundongos BALB/c, a indugdo na
produgdo de NO ndo foi significante quando cultivados na presenca do endocarpo de C.
brasiliensis. Além disso, nas células das demais linhagens de camundongos utilizadas,
ndo foi detectado nenhuma producdo de 6xido nitrico na presenga deste estimulo (Tabela

3).
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TABELA 3. Produgéo de “NO” por macrofagos peritoneais de camundongos:

BALB/c, C57Bl/6, DBA/2, NZW e NZB/W (2 x 10° células por ml de DMEM completo)

pré estimulados com tioglicolato de sodio, cultivados na presenca de Con-A, LPS, LPS ¢

IFN-y, IFN-y ou do extrato do endocarpo de C. brasiliensis.

CONCENTRACOES DE NO (uM)

BALB/c C57Bl/6 DBA/2 NZW NZB/W

Meio 1.9 1,6 1,2 1,7 1,6
Endocarpo de C. brasiliensis 2,4 ND ND ND ND
75,66 ug/ml

Con-A 5 pg/ml 21,5 11,5 9.3 223 21,6
LPS 50 ug/ml 7,8 7,4 5,5 8,5 5,6
LPS 50 ug/ml + IFN-y 100 U 30,2 17,5 12,9 22,2 20,9
IFN-y 100 U 29,7 22,8 19,8 27,5 32,3

ND- ndo detectavel.

IV.4 - Atividade de C. brasiliensis sobre hemacias, macrofagos peritoneais murinos e

clone E-9

Nas reagdes para analisar a atividade de C. brasiliensis sobre hemdcias,

macréfagos peritoneais murinos e clone E-9, foi observado que as hemadcias tratadas com

extrato do endocarpo de C. brasiliensis, nas dilui¢des de 1/5 até 1/20, foram 100% lisadas

demonstrando atividade litica. No entanto, a partir da dilui¢do 1/40 e até 1/640 ocorreu

aglutinagdo das hemdcias, confirmando a presenga da atividade lectinica da amostra

endocarpica de C. brasiliensis.

Quando analisados os macréfagos peritoneais murinos e clone E-9 tratados

com C. brasiliensis a 756,6 ug/ml até 189.2 pg/ml, foi observado 0% de macrdofagos e E-
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9 viaveis, enquanto que, nas concentragdes de 94,6 ug/ml e 47,3 pg/ml, as viabilidades

foram de 25 € 60% para macréfagos e 30 ¢ 95% para clone E-9, respectivamente.(Tabela

4 ¢ Pranchas 1 € 2)

TABELA 4. Percentagem de viabilidade de macrdéfagos peritoneais murinos €

clone E-9 apds duas horas de incubagdo com extrato endocarpico de C. brasiliensis nas

concentragdes de 756,6 pug/ml até 47,3 pg/ml.

TRATAMENTO DE VIABILIDADE (%)
M¢ e E-9 M¢ peritoneais E-9
PBS 0,15 M 99 95
C. brasiliensis a 756,6 ug/ml 0 0
C. brasiliensis a 378,3 pg/ml 0 0
C. brasiliensis a 189,2 pg/ml 0 0
C. brasiliensis a 94,6 pug/ml 25 30
C. brasiliensis a 47,3 ng/ml 60 95










PRANCHA 2

C¢lulas do clone E-9, originarias de hibridoma de camundongos BALB/c, tratadas ou nio
com diferentes concentragdes de extrato endocarpico de C. brasiliensis, corados com
Fluoro-Quench AO/EB (acridina-laranja e brometo de etidio)

FIGURA A. Células tratadas com méxima concentragio (756,6 ng/ml) de lectina de C.
brasiliensis, exibindo alta percentagem de células inviaveis.

FIGURA B. Células tratadas com baixa concentragdo (47,3 pg/ml) de lectina de C.
brasiliensis, exibindo alta percentagem de cé¢lulas viaveis.
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IV.5 - Analise da pré-incubagdo de 7. gondii com extrato do endocarpo de C.

brasiliensis.

Baseado nas reagdes de aglutinagdo realizadas com suspensdes de 10® formas
taquizoitas de 7. gondii, tratadas com o extrato do endocarpo de C. brasiliensis, nas
concentragdes de 756,6 pg/ml, 378,3 pg/ml, 189,15 ug/ml, 94,6 pg/ml ¢ 47,3 ug/ml,
corados com Fluoro-Quench AO/EB, foi observado que os parasitas sofreram aglutinag&o
quando tratados com o extrato nas concentra¢des de 189,2 pg/ml, 94,6 pg/ml e 47,3
pg/ml. Porém, quando foram adicionados as concentragdes de 756,6 pg/ml, 378,3 pg/ml

¢ 189,15 pg/ml do extrato vegetal, houve lise de grande parte dos parasitas (Tabela 5).

TABELA 5. Determinacio da viabilidade de taquizoitas, apds tratamento de

duas horas com extrato do endocarpo de C. brasiliensis.

TRATAMENTOS DE VIABILIDADE DE TAQUIZOITAS

T. gondii (%)
PBS 0,15 M 95
C. brasiliensis a 756,6 pg/ml 5
C. brasiliensis a 378.3 ng/ml 10
C. brasiliensis a 189.2 pg/m! 30
C. brasiliensis a 94,6 ug/ml 35

C. brasiliensis a 47,3 pg/ml 70
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Diante dos resultados, julgou-se relevante analisar o efeito da lectina de C.

brasiliensis nos processos de invasdo do parasita em células hospedeiras.

IV.5.1 - Analise da capacidade de invasdo de 7. gondii tratados com endocarpo de C.

brasiliensis.

Para analisar a viabilidade de T. gondii tratados com extrato do endocarpo de
C. brasiliensis nas concentracdes de 756,6 pg/ml, 378,3 pg/ml, 189,2 pg/ml, 94,5 pg/ml,
e 47,3 ug/ml, foram utilizadas hemécias de camundongos BALB/c a 5% em PBS 0,15 M.
Ao término da incubagfo de 30 minutos, as amostras hemécias/T. gondii/C. brasiliensis,
foram coradas com azul Trypan.

As laminas observadas em microscopia 6ptica demonstraram que o controle
contendo suspensdes de hemacias incubadas com T. gondii(10° parasitas) ausente de C.
brasiliensis, apresentou 80% dos parasitas extracelulares vidveis, com morfologia
aparentemente nio modificada e 15 a 20% das hemécias parasitadas.

As laminas contendo hemacias/7. gondii/extrato de C. brasiliensis a 756,6
pug/ml ou 378,3 pg/ml, demonstraram lise total das hemacias, parasitas com 5 e 10%,
respectivamente, de viabilidade, com morfologia aparentemente alterada. Porém, a partir
do extrato nas concentra¢des de 189,2 pg/ml até 47,3 pg/ml, as hemacias se mantiveram
integras e com presen¢a de parasitas ligados a sua membrana, 50% dos parasitas

permaneceram viaveis formando aglomerados e com morfologia normal.
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IV.5.2 - Ensaio de invasio de 7. gondii, tratados com extrato de endocarpo de C.

brasiliensis, em macrdfagos e enterdcitos.

O efeito da atividade do extrato de C. brasiliensis no processo de invasdo de 7.
gondii em células hospedeiras, foi realizado com enterdcitos de rato (IEC), e com
macréfagos murinos da linhagem J774 ¢ macrofagos peritoneais ativados com
tioglicolato de s6dio a 3%.

Como demonstrado na Tabela 6, enterdécitos de rato (IEC), macrofagos
peritoneais € J774 quando tratados com C. brasiliensis nas concentragdes de 756,6
pg/ml até 189,2 ng/ml, durante duas horas, demonstraram percentagem de invasdo dos
parasitas muito baixa, quando ndo totalmente nula, sendo que os macréfagos da
linhagem J774 foram totalmente lisados quando incubados com o extrato vegetal a

756.,6 pg/ml.
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TABELA 6. Determina¢io da percentagem de 7. gondii extracelulares (EC), aderidos a
membrana (AD) ou internalizados (IC) em macrofagos peritoneais, macrofagos da
linhagem J774 e enterdcitos de rato (IEC), apés tratamento com diferentes concentragdes

do extrato do endocarpo de C. brasiliensis.

TRATAMENTO DE CELULAS HOSPEDEIRAS
Toxoplasma gondii IEC M¢ peritoneais J774

PBS0.15M

EC 10% 20% 20%

AD 80% 60% 70%

IC 10% 20% 10%
C. brasiliensis a 756.6 ng/ml

EC 80% 35% 100%

AD 20% ' 60% 0%

IC 0% 5% 0%
C. brasiliensis a 378.3 pg/ml

EC 60% 45% 65%

AD 40% * 50% 30%

IC 0% 5% 5%
C. brasiliensis a 189.2 ug/ml

EC 30% 45% 55%

AD 65%* 45% 40%

1C 0% 10% 5%
C. brasiliensis a 94.6 pg/ml

EC 20% 35% 30%

AD 75% 50% 60%

IC 5% 15% 10%
C. brasiliensis a 47.3 ng/ml

EC 10% 20% 20%

AD 80% 60% 70%

IC 10% 20% 10%

: formagdo de grandes aglomerados; 2 formagio de pequenos aglomerados.
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IV.5.3 - Analise do citoesqueleto de 7. gondii tratados ou nfio com extrato do

endocarpo de C. brasiliensis.

Inicialmente foi realizado um estudo da ultra-estrutura dos 7. gondii pré-
incubados ou ndo com extrato endocarpico de C. brasiliensis, durante duas horas, para
analisar possiveis modificagdes ocorridas no citoesqueleto desses parasitas.

Como observado na Prancha 3, suspensdes de 7. gondii incubadas na auséncia
do extrato de C. brasiliensis, apresentaram extragdo relativamente eficiente do
citoesqueleto, o qual ndio demonstrou modificagdes marcantes em sua arquitetura.

Por outro lado, como observado nas Pranchas de numeros 4 a 6, suspensdes de
T. gondii incubadas em presenga do extrato de C. brasiliensis, nas concentragdes de 756,6
ng/ml e 378,3 pg/ml, apresentaram modificagdes importantes em sua morfologia interna
¢ externa. Desestruturagio marcante dos elementos do citoesqueleto foi observada, como

a nfio simetria do conjunto de microtubulos ¢ a extrusdo e alteragdo estrutural do condide.

IV.6 — ELISA para detecgio de anticorpos.

Nos testes de ELISA realizados com amostras de soros dos camundongos
sobreviventes, no periodo de 7 a 21 dias apds a infecgéo, ndo foi detectado niveis de
anticorpos. No entanto, os animais controles, inoculados com suspensdes de 1. gondii na

auséncia do extrato de C. brasiliensis e os animais com 7. gondii tratados com o extrato

vegetal a 94,5 ug/ml, foram a 6bito quatro dias apds a infeccdo.
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IV.7 - Analise da atividade hemolitica indireta de C. brasiliensis

Os resultados expressos na Prancha 7, Tabela 7 e Figura 4 demonstram
nitidamente a atividade hemolitica do extrato endocérpico de C. brasiliensis. As
caracteristicas fisico-quimicas deste componente hemolitico foram avaliadas quando a
preparagdo foi submetida ao aquecimento ou ao tratamento com EDTA ¢ B-
mercaptoetanol. Foi observado que o extrato endocérpico de C. brasiliensis adicionado
a EDTA ndo apresentou significativa dependéncia de calcio, como a demonstrada pelo
veneno de Bothrops moojeni que teve sua agdo totalmente inativada. No entanto,
quando o extrato foi submetido ao aquecimento a 100°C, durante 5 minutos, antes da
aplicagdo na placa, apresentou termolabilidade significante, embora em menor grau que
o demonstrado pelo veneno de Bothrops moojeni. Quanto a sensibilidade ao tratamento
com PB-mercaptoetanol, o extrato endocarpico de C. brasiliensis apresentou significativa
redugdo em sua atividade hemolitica, diferentemente do veneno de Bothrops moojeni

que apresentou redugfo minima desta atividade quando tratado com este agente redutor.
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Tabela 7. Analise da atividade hemolitica indireta nas diferentes concentragdes

do endocarpo de C. brasiliensis, apos 3 horas de observagdo.

AMOSTRAS HALOS DE HEMOLISE (raio, em mm)
Controle’ Aquecida® EDTA’ B-ME*

PBS 0 0 0 0

PBS fenol 0 0 0 0

Bothrops moojeni a 10 pg 3.8 0,5 0 3,2
Bothrops moojeni a 5 ng 3,0 0,5 0 2.8
C. brasiliensis a 75 ug 2,8 1,8 2,6 1,9
C. brasiliensis a 37,5 ug 2,2 1,2 1,9 1,4
C. brasiliensis a 18,8 pg 1,8 1,0 1.4 1.3
C. brasiliensis a 9,4 pg 1,2 1,0 1,2 1,1

e - placas de hemodlise contendo hemécia/gema de ovo/amostras a 4°C ou a 100°C
respectivamente; °-placas de hemolise com hemacias/gema de ovo/EDTA a 50
mM/amostras a 4°C; *- placas de hemodlise com heméacias/gema de ovo/B-mercaptoetanol

(B-ME) a 0,05%/amostras a 4°C.






C.brasiliensis 9.4 pg

C.brasiliensis 18,8 ug
C.brasiliensis 37,5 pg
C.brasiliensis 75 pg

B. moojenii 5 pug

B.moojenii 10 pg
PBS fenol
PBSO0.15M
0 1 2 3
Raios des halos de hemdlise (mm)

C. brasiliensis 9.4 ug

C.brasiliensis 18.8 pg
C_brasiliensis 37,5 g

C. brasiliensis 75 pg
B. moojenii 5 pug

B.moojenii 10 pg
PBS fenol

PBS0.15M

0 1 2 3

C.brasiliensis 9,4 pug
C.brasiliensis 188 ug
C . brasiliensis 37,5 pg
C brasiliensis 75 pg
B.moojenii 5 pg

B moojenii 10 pg
PBS fenol

PBSO,I5M

0 1 2 3

C.brasiliensis 9,4 pg
C. brasiliensis 18,8 pg

C. brasiliensis 37,5 pg
C.brasiliensis 75 pg

B. moojenii 5 pg

B.moojenii 10 pg

PBS fenol

PBS0,15M ST, RSN VIF SRS WA

= ? u

0 1 2 3

Raios dos halos de hemélise (mm)
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IV.8 - Analise da atividade enterotoxica do extrato endocarpico C. brasiliensis

A avaliagiio da atividade enterotoxica de C. brasiliensis em camundongos
BALB/c esta demonstrada na Tabela 8. A partir da andlise dos dados obtidos, concluiu-se
que o tratamento in vivo desta lectina vegetal foi capaz de induzir efeito enterotoxico,
uma vez que o grupo experimental apresentou indices de enterotoxicidade maiores que o

grupo controle (diferenga dos valores médios igual a 0,02) .

TABELA 8. Determinaciio da atividade enterotéxica da lectina extraida do

endocarpo de C. brasiliensis em camundongos neonatos (3 a 4 dias de idade) BALB/c.

Grupos de Massa Corporal  Massa Instestinal Massa Carcaga Indice de
Animais em gramas em gramas em gramas  Enterotoxicidade
MCO) (MIN) (MCA) (MIN/MCA)
Controle
Animal 1 2,15 0,28 1,81 0,155
Animal 2 1,91 0,21 1,63 0,129
Animal 3 1,41 0,14 1,23 0.114
Animal 4 1,54 0,12 1,36 0,090
Média
Controle 1,75 0,19 1,51 0,122
C. brasiliensis
Animal 1 1,50 0,13 1,30 0.100
Animal 2 2,32 0,30 1,95 0,154
Animal 3 2,34 0,37 1,93 0,192
Animal 4 1,65 0.16 1.45 0,110
Animal 5 1,55 0,20 1,33 0,150
Média

C.brasiliensis 1,87 0,23 1,59 0,142
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IV.9 - Analise da atividade proteolitica do extrato endocarpico de C. brasiliensis

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade proteolitica do extrato
endocarpico de C. brasiliensis estdo demonstrados na Figura 5. Utilizando-se a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), contendo gelatina a 0,5 mg/ml como
substrato protéico, foi observada a presenga de proteolise marcante na regido equivalente
a um peso molecular aparente de 80 kDa. Em ambas preparagdes, realizadas a 15% ¢ a
10% de concentracdo de poliacrilamida, foi possivel verificar protedlise nesta regido de

alto peso molecular.
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V - DISCUSSAO

As moléculas denominadas lectinas apresentam uma grande abundincia na
natureza ¢ uma grande diversidade com relagdo a suas capacidades de ligagdo com
carboidratos. Estas propriedades fizeram com que as lectinas passassem a ser
reconhecidas como ferramentas valiosas para a detecgdio e isolamento de glicoproteinas e
caracterizagdo parcial das por¢des carboidratos dessas glicoproteinas. Assim, torna-se
possivel o acompanhamento de mudangas que ocorrem nos agticares da superficie das
células em processos como desenvolvimento, bem como os processos de diferenciagio e
transformagfo neoplasica (LIS & SHARON, 1986).

A hipdtese de que lectinas correspondam a moléculas que desempenhem
importante papel em fendmenos diversos de reconhecimento celular foi confirmada e
ampliada nos ultimos 30 anos, motivando intenso investimento de esfor¢os em pesquisas
no campo da lectinologia.

No presente estudo, foram demonstrados os resultados utilizando-se um extrato
do endocarpo de C. brasiliensis, observando-se uma marcante hemaglutinacdio ativa
quando em contato com eritrocitos de diferentes espécies, mesmo em concentragdes
inferiores a 1,89 ug.

Baseado em BEUTH er al., 1990, lectinas estdo associadas a diferentes
atividades bioldgicas devido sua interagio com glicoproteinas presentes nas superficies
celulares. No entanto, a propriedade biologica mais amplamente conhecida das lectinas, é

sua capacidade de aglutinar eritrécitos de diferentes espécies animais.
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Observagdes sobre a seletividade das aglutininas vegetais foram descritas por
LANDSTEINER & RAUBITSCHECK (1908), que observaram que atividades
hemaglutinantes relativas de vérios extratos de semente foram diferentes, quando
testadas frente a eritrocitos de diferentes espécies animais. A ricina, que é um exemplo
de lectina, descrita por STILLMARK (1889)., extraida da semente de mamona (Ricinus
communis), apresenta propriedade de aglutinar hemacias em vasos sangiiineos
pequenos.

Tem sido descrito na literatura que uma mesma planta pode conter lectinas
completamente diferentes, em termos de especificidade de ligagdo a carboidrato. E o que
acontece com a Vicia cracca que, além de uma série de isolectinas tipicas que ligam N-
acetil-glicosamina (RUDIGER, 1977), contém uma segunda lectina, ligante de
glicose/manose (BAUMANN & col.. 1979, 1982).

Ha relato de proteinas desempenhando juntamente com sua atividade lectinica,
alteracdes nas porgdes glicolisadas de membranas celulares, levando a lise de células. O
resultado final destes efeitos & praticamente irreversivel, e tem como finalidades nutrio,
manutencdo da homeostase, € outras alteragdes que levam a uma reorganizagdo e
modificagdes na produtividade celular. Esta dualidade de fungdes litica-lectinica pode ser
encontrada na mesma molécula ou em subunidades ligadas ou distintas, como descrito
por GILBOA-GARBER & GARBER (1989). Além disso, a lectina ou lisina podem ser
soliiveis ou apresentarem-se Como componentes celulares localizados intra ou
extracelularmente.

No presente trabalho, foi possivel demonstrar que o extrato endocarpico de C.
brasiliensis apresenta esta dualidade de fungdes, apresentando conjuntamente as
atividades lectinica e litica. Isto ficou demonstrado tanto pela aglutinagdo do painel de

hemacias como pela atividade litica sobre substratos celulares como o enterdcito murino,
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macréfagos peritoneais e de linhagens continuas de cultura, hemacias, clone derivado de
hibridoma murino e formas taquizoitas do 7. gondii.

Virias fungdes biolégicas da lectinas estdo bem conhecidas. No entanto,
admite-se que suas fungbes biolégicas bésicas sdo consideradas ainda ndo bem
caracterizadas. Evidéncias experimentais e consideragdes tedricas suportam a concepgao
de que uma das fungdes basicas das lectinas ou das moléculas consideradas “lectina-
like”em microrganismos, plantas ¢ animais seria a de atuarem permitindo o
desencadeamento de atividades enziméticas centrais, como glicosidases, proteases,
esterases, fosfatases, hemolisina, etc. Dessa maneira, a afinidade destas moléculas por
receptores  glicolisados, ~ancorando-se nestes e induzindo-os a modificagdes
conformacionais, levam-nas a desempenharem, por exemplo, atividades liticas sobre
células alvos ou moléculas endogenas ou exégenas (GILBOA-GARBER & GARBER,
1989).

No presente trabalho, os resultados das reagdes utilizadas para analisar a
atividade litica de C. brasiliensis sobre macrofagos peritoneais e células do clone E-9,
originario de hibridoma murino, demonstraram que, quando adicionado & lectina nas
concentracdes de 756,6 pg/ml até 1892 pg/ml, causou lise total dessas células. No
entanto, quando utilizada em concentragdes menores, a percentagem de viabilidade

dessas células variou em torno de 25 a 95%.

Em relagio aos experimentos com macrofagos peritoneais murinos,
estimulados com tioglicolato de sodio, a lectina de C. brasiliensis demonstrou-se incapaz
de induzir a produgio de NO, por esses macrofagos. Possivelmente esta nfo detecgdo de
NO, deve-se a presenca da atividade litica nesta lectina, inviabilizando as células a

produzir NO. Alternativamente, quando utilizada em doses ndo liticas este extrato de C.
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brasiliensis poderia levar a indugfio da producdo de citocinas de padrdo Thy, que
normalmente inibe a produgdo de NO por macréfagos.

Experimentos in vivo conduzidos em camundongos neonatos, com inoculag¢ao
intragastrica de extrato de C. brasiliensis, para se avaliar o efeito enterotoxico desta
lectina confirmou o dano tecidual em enterdcitos por apresentar indices de toxicidade
significativos nestes animais.

A toxicidade da lectina extraida de C. brasiliensis foi também analisada sobre
formas taquizoitas de 7. gondii, tanto nos parasitas extracelulares, como nos eventos
celulares que ocorrem durante os processos de aderéncia e invasdo as células hospedeiras,
como enterdcitos e macréfagos. Marcante atividade citotoxica foi observada tanto nos
parasitas como nas células hospedeiras, quando tratados com concentragSes acima de 100
ug/ml. Esta citotoxicidade interferiu nas atividades de aderéncia dos parasitas as células
hospedeiras e, consequentemente, na sua internalizagio. A anélise ultraestrutural dos
parasitas tratados demonstrou alteragdes importantes nos elementos do citoesqueleto do
parasita, particularmente marcada pelo encontro de uma assimetria dos pares de
microtibulos e extrusdo do condide. A citotoxicidade do extrato de C. brasiliensis sobre
T. gondii foi confirmada em experimentos in vivo pela inibigdo do processo infeccioso
em camundongos inoculados com parasitas tratados.

A avaliagio da atividade hemolitica de C. brasiliensis foi desenvolvida em
meio semi-sélido de agarose. Foi verificada uma marcante atividade hemolitica desta
lectina vegetal neste substrato utilizado. Com relagdo a caracterizagdo fisico-quimica,
observou-se que, quando as amostras de C. brasiliensis foram aquecidas a 100°C, durante
cinco minutos, apresentaram uma termoestabilidade significantemente maior que aquela
apresentada pela lectina proveniente de Bothrops moojeni. Quanto a dependéncia de

calcio para desempenhar sua atividade biologica, observou-se que, quando adicionado
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EDTA ao extrato de C. brasilensis, ocorreram alteragdes pouco significativas nas
formagdes dos halos de hemolise. Esta alteragdo foi do tipo dose-dependente, e ndo
ocorreu nas menores concentracdes da lectina de C. brasiliensis. Esta interferéncia na
atividade hemolitica em presenga do EDTA occorreu em menor intensidade quando
comparada aos halos de hemdlise da lectina proveniente de Bothrops moojeni, que
apresentou uma inibi¢do total da atividade hemolitica. Portanto, a lectina de C.
brasiliensis apresenta uma atividade hemolitica que pode ser definida presentemente
como apenas parcialmente dependente de calcio, quando utilizadas em concentrag3es

acima de 50 pg/ml. Ainda de acordo com os resultados obtidos nesta caracteriza¢do

fisico-quimica, observou-se nos experimentos de placas hemoliticas que a adi¢fo de B-
mercaptoetanol ao extrato de C. brasiliensis causou reducdo apenas parcial da sua
atividade hemolitica. Esta inibi¢do foi, no entanto, significativamente maior que a obtida
pela lectina de B. moojeni que apresentou uma inibi¢do em menor grau de intensidade.
Desta maneira, pode ser postulado que o(s) sitio(s) molecular(es) presente(s) no extrato
de C. brasiliensis responsavel(is) por esta atividade hemolitica sdo pontes dissulfeto
dependentes, de forma a apresentar queda na atividade hemolitica quando tratados com o
agente redutor B-mercaptoetanol.

No presente trabalho, foi identificada uma fracdio com atividade proteolitica no
extrato de C. brasiliensis, apresentando um peso molecular aparente em torno de 80 kDa.
Niio é possivel até o presente, afirmar se as atividades lectinica e litica sejam atividades
originarias de uma mesma fracdo protéica ou de fragdes distintas. Estudos estdo sendo
conduzidos no presente com o objetivo de se obter fragdes cromatograficamente bem
definidas, relacionando-as com suas atividades bioldgicas.

Pelos resultados obtidos, nfo podemos afirmar se as atividades toxicas do

extrato de C. brasiliensis estejam restritas a atividade enzimatica sobre proteinas. Os
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dados observados nos experimentos utilizando as placas hemoliticas sdo também
indicativos de que possa estar presente outras enzimas atuando sobre outros substratos
como por exemplo fosfolipides. Neste contexto, inimeros estudos tém sido relatados
recentemente demonstrando atividades fosfolipases a partir de lectinas vegetais (STAHL
et al. 1998; MUNNIK et al., 1998; ). Por outro lado, recentes estudos tém também
relatado a associagdo de atividade hemolitica de certas lectinas sobre vesiculas de
fosfolipides, demonstrando que existem monbmeros com diferentes dominios que se
ligam especificamente a carboidratos e interagem com fosfolipides. Desta maneira,
acucares especificos podem regular a habilidade da lectina em formar poros sobre
bicamadas lipidicas (SAHA & BANERIJEE, 1997).

Tem sido observada uma consideravel analogia entre as lectinas e os sitios
liticos de enzimas, imunoglobulinas e hormonios polipeptidicos. A analogia das lectinas
com os sitios enzimiticos ativos e imunoglobulinas pode ser interpretada como
importante na lise de macromoléculas importantes na nutrigio e na manutengdo da
homeostase, respectivamente. A analogia das lectinas com os hormdnios pode ser
entendida como importantes nas alteragdes celulares lectina-dependentes, e estas incluem
modificacdes nas propriedades de proteinas estruturais. Estes dados nos remetem para as
fungdes lectinas de apresentar afinidade por moléculas ou células glicosiladas ,
promovendo interagdes célula-substrato a célula-célula que sdo importantes em
mecanismos de fusdo, invasdo, transformagdio celulares e formagéo de estruturas
especiais. Todas estas fungdes concorrem para O desenvolvimento de atividades
essenciais, mesmo em microambientes em condi¢des fisico-quimicas desfavoraveis.
Dessa maneira, a resisténcia das lectinas a protedlise, a mudangas significativas de pH e
temperatura, ou na auséncia de certos micronutrientes, sfo importantes para a

manutengdo de suas atividades biologicas (GILBOA-GARBER & GARBER, 1989).
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O presente trabalho teve como objetivo analisar as atividades lectinicas, toxicas
e hemoliticas do extrato endocarpico de Caryocar brasiliensis. Nenhum relato esta citado
na literatura enfocando estes aspectos de estudo nesta espécie. O tUnico trabalho que
analisou uma espécie do mesmo género, Caryocar glabrum, identificou um fragmento
com atividade enzimatica descrita como ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (FAY er al..
1997).

Considerando as caracteristicas do extrato endocéarpico de Caryocar
brasiliensis até agora observadas no presente trabalho, podemos inferir que esta lectina
apresenta potencial promissor como ferramenta de estudo em modelos de biologia

celular, particularmente nos modelos de interagéo parasita-célula hospedeira.
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VI - CONCLUSOES

1. Extratos protéicos de Carvocar brasiliensis apresentam atividade
hemaglutinante frente a um painel de hemacias, sendo que os maiores
titulos hemaglutinantes foram observados quando se utilizou o extrato

endocarpico.

2. A lectina do endocarpo de C. brasiliensis apresenta proteinas de diferentes

pesos moleculares aparentes, variando de 12 a 82 kDa.

3. A lectina de C. brasiliensis quando utilizada in vitro ndo induziu a
producdio de metabolitos de nitrogénio (NO) em macréfagos peritoneais de

camundongos isogénicos de diferentes linhagens.

4. A lectina de C. brasiliensis apresenta atividade téxica para células de
mamifero, como macréfagos peritoneais e de linhagem continua,(1774)

clone E-9 de hibridoma murino e enterdcito murino (IEC).

5. A lectina de C. brasiliensis é litica para formas taquizoitas de T. gondii,

alterando sua morfologia ao nivel estrutural e ultra-estrutural, interferindo

nos processos de adesfio e invasdo deste protozoario a célula hospedeira.

6. Esta lectina apresenta uma marcante atividade hemolitica, sendo que o

componente responsavel por esta atividade biolégica ¢ parcialmente
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sensivel ao aquecimento e tratamento com [-mercaptoctanol, e muito

pouco sensivel a agente quelante de calcio.

7. Esta lectina apresenta atividade enterotoxica em experimentos in Vivo

utilizando-se camundongos BALB/c neonatos.

8. A lectina de C. brasiliensis apresenta um componente molecular de peso

aparente de 80 kDa com atividade protedsica.

9. Novos estudos sdo necessarios para correlacionar as atividades biologicas
do extrato do endocarpo de C. brasiliensis com os seus diferentes

componentes moleculares.
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Sumario

O presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar as
proteinas do extrato do fruto de Caryocar brasiliensis. Analisou-se a
presenca de propriedade aglutinante dos extratos protéicos deste vegetal, por
meio de técnica de hemaglutinagdo ativa, para se verificar uma possivel
atividade lectinica. Em adicdo, avaliou-se a presenga de efeitos toxicos em
células de mamiferos e do protozoario 7. gondii.

Atividade lectinica foi observada nos extratos do fruto de C.
brasiliensis,os sendo que os maiores titulos hemaglutinantes foram
observados quando se utilizou o extrato endocarpico, o qual apresentou
proteinas de diferentes pesos moleculares aparentes, variando de 12 a 82
kDa. Esta lectina apresenta atividade toxica para células de mamiferos,
como macrofagos peritoneais e de linhagem continua,(J774) clone E-9 de
hibroma murino e enterdcito murino (IECO e para formas taquizoitas de 7.
gondii, alterando sua morfologia ao nivel estrutural e ultra-estrutural e
interferindo nos processos de adesdo e invasdo deste protozoario a célula
hospedeira. Esta lectina apresentou atividade enterotoxica em experimentos
in vivo utilizando-se camundongos BALB/c neonatos.

Esta lectina apresentou uma marcante atividade hemolitica,
sendo que o componente responsavel por esta atividade biologica ¢é
parcialmente sensivel ao aquecimento e tratamento com -mercaptoetanol, e
muito pouco sensivel a agente quelante de calcio. Foi observado que a
lectina de C. brasiliensis apresentou um componente molecular de peso

aparente de 80 kDa com atividade proteasica.






