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RESUMO

A eimeriose ou coccidiose ¢ uma doenca frequente em caprinos, causada por protozodrios do
género Eimeria, responsavel por prejuizos econdmicos expressivos na producdo de caprinos. O
controle € realizado com quimioterdpicos, que podem deixar residuos na carne e leite e que
podem induzir a resisténcia do parasita, nesse sentido, a utilizacdo de produtos naturais de
plantas podem tornar-se alternativa para o controle de Eimeria. O efeito dos 6leos essenciais de
Lippia gracilis e lectinas tem sido demostrando em diversos estudos aplicados a produgdo
animal, no entanto, seus efeitos sobre Eimeria ainda sdo pouco conhecidos. Considerando a
necessidade do desenvolvimento de tecnologias para o manejo sanitdrio animal utilizando a
flora nativa da regido, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do 6leo essencial de L.
gracilis, monoterpenos e da lectina isolada da Canavalia brasiliensis (ConBr) sobre Eimeria
de caprino. Diferentes concentracdes de 6leo essencial de L. gracilis € monoterpenos carvacrol,
p-Cimeno e y-Terpineno foram analisadas para viabilidade de oocistos de Eimeria spp e
realizado estudo para andlise da viabilidade de esporozoitos de E. arloingi sob acdo da lectina
ConBr. As andlises mostraram que o gendtipo 201 do 6leo essencial de L. gracilis apresentou
LCso de 4,56 mg/mL contra oocistos e os genotipos 108 e 109, destruiram 44,3% e 34,8% dos
oocistos quando submetidos a 10 mg/mL. A inibi¢do da esporulacio dos oocistos pelo carvacrol
foi observada na concentracao inibitdria (ICsp) de 0,42 mg/mL (IC 95% 0,35-0,50; R?0,97)ea
destruicao dos oocistos obteve concentracdo letal (LCso) de 0,963 mg/mL (LC 95% 0,87-1,07,;
R?0,97), com aumento da destruicao dos oocistos até a concentracao de 7,0 mg/mL, com 9,92%
de oocistos vidveis. Os monoterpenos p-Cimeno e y-Terpineno ndo apresentaram eficicia
quando analisados isoladamente. A proteina da lectina de C. brasiliensis apresentou
concentracdo letal (LCso) de 0,167 mg/mL (LC 95% 0,10-0,27; R? 0,67) para esporozoitos de
E. arloingi. O presente trabalho, trata-se do primeiro realizado com a utilizacdo de dleo
essencial de L. gracilis, monoterpenos e da lectina de C. brasiliensis (ConBr) sobre oocistos e
esporozoitos de Eimeria isolados de pequenos ruminantes, no qual mostraram a descri¢do da
acdo na destrui¢do, inibicdo da esporulagdo dos oocistos e inibi¢do da viabilidade dos
esporozoitos de E. arloingi.

Palavras chave: Eimeriose, caprinos, manejo sanitirio, compostos bioativos.



ABSTRACT

Eimeriosis or coccidiosis is a frequent goat disease caused by protozoa of the genre Eimeria,
responsible for significant economic losses in goat production. The control is performed with
chemotherapeutic agents, which can leave residues in meat and milk and which can induce the
resistance of the parasite. In this sense, the use of natural plant products can become an
alternative for the control of Eimeria. The effect of the essential oils of Lippia gracilis and
lectins has been shown in several studies applied to animal production, however, their effects
on Eimeria are still little known. Considering the need for the development of technologies
for animal health management using the native flora of the region, the objective of the present
study was to evaluate the effect of L. gracilis, monoterpenes and lectin isolated from Canavalia
brasiliensis (ConBr) essential oil on Eimeria de goat Different concentrations of essential oil
of L. gracilis and monoterpenes carvacrol, p-Cimeno and y-Terpineno were analyzed for
viability of Eimeria spp. oocysts and a study was performed to analyze the viability of E.
arloingi sporozoites under ConBr lectin action. The analyzes showed that L. gracilis essential
oil genotype 201 presented LCso of 4.56 mg/mL against oocysts and genotypes 108 and 109
destroyed 44.3% and 34.8% of oocysts when submitted to 10 mg/mL. Inhibition of oocyst
sporulation by carvacrol was observed at an inhibitory concentration (ICso) of 0.42 mg/mL
(95% CI 0.35-0.50; R2 0.97) and oocyst destruction resulted in lethal concentration (LCso)
0.963 mg/mL (95% LC 0.87-1.07; R2 0.97), with increased destruction of oocysts to a
concentration of 7.0 mg/mL with 9.92% viable oocysts. The p-Cimeno and y-Terpineno
monoterpenes were not effective when analyzed separately. C. brasiliensis lectin protein had a
lethal concentration (LCso) of 0.167 mg / mL (95% LC 0.10-0.27; R2 0.67) for E. arloingi
sporozoites. The present work is the first one using L. gracilis essential oil, monoterpenes and
C. brasiliensis lectin (ConBr) on Eimeria  oocysts and sporozoites isolated from small
ruminants in destruction, inhibition of oocyst sporulation and inhibition of viability of E.
arloingi sporozoites.

Keywords: Eimeriosis, goats, sanitary management, bioactive compounds.
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1 CAPITULO I- REVISAO DA LITERATURA

1.1 Introducao

A atividade de producdo de pequenos ruminantes representa grande importancia s6cio
econdmica em todo o mundo, principalmente nas regides de climas &drido e semidrido
(SIMPLfCIO et al., 2003; LEITE, 2007). No Brasil, a caprinocultura estd voltada para a
producdo de carne, pele, leite e seus derivados, constituindo-se em considerdvel fator de geracao
de renda e fonte saudédvel de proteina alimentar (NOGUEIRA FILHO et al., 2010).

As infeccdes parasitdrias gastrointestinais afetam diretamente a producdo de caprinos
constituindo-se como um dos principais impactos na caprinocultura em diferentes paises,
principalmente em paises tropicais como o Brasil (VIEIRA, 2004). Dentre as infecc¢oes
parasitarias mais importantes destaca-se a coccidiose ou eimeriose.

A coccidiose ou eimeriose caprina é uma doenca causada por um Pprotozodrio
intracelular obrigatério do Género Eimeria, afeta uma variedade de animais, principalmente os
pequenos ruminantes causando perdas significativas na producdo (CAVALCANTE et al.,
2012). Essas perdas sdo provocadas por alteragdes gastrointestinais, diminuicao do apetite e
redu¢@o no ganho de peso, aumento de indice de mortalidade entre animais jovens (VIEIRA,
1996; VIEIRA, 2000; LIMA, 2004) e exigéncia de medidas urgentes de controle (VIEIRA,
1996) o que culmina em gastos adicionais e ndo previstos nesse sistema produtivo.

O controle da eimeriose € feito através da combinagado de praticas de manejo associada
a utilizacao de quimioterdpicos (LIMA, 2004), no entanto, o uso frequente, e de forma incorreta
ou indiscriminada, dos quimioterdpicos, podem selecionar populagdes resistentes de Eimeria
(MC EVOQY, 2002; PEEK & LANDMAN, 2003).

Sdo escassos os estudos e disponibilidade de tecnologia para o controle da coccidiose
de pequenos ruminantes, sendo a maioria dos estudos de deteccao de resisténcia ou de controle
da coccidiose realizados com Eimeria de aves (GONZALES, 2001; PEEK & LANDMAN,
2003).

Além disso, nenhum novo medicamento contra a Eimeria foi introduzido no mercado,
nos dltimos anos, tendo em vista que a legislacdo internacional favorece cada vez mais a
abolicdo do uso de drogas anticoccidianas em animais destinado a alimentagdo humana

(DORNE et al., 2013). Desta forma, faz-se necessdrio a busca por alternativas no controle de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401716303521#bib0100
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Eimeria e a utilizacdo de compostos bioativos pode se tornar eficiente no controle deste
parasita.

Oleos essenciais extraidos de folhas e flores de plantas arométicas de Lippia gracilis,
também conhecida como alecrim-de-tabuleiro, sdo extraidos 6leos essenciais (PASCUAL et
al., 2001) que possuem na sua composi¢do quimica os principais monoterpenos, carvacrol e
timol (CRUZ et al., 2013). Estes podem atuar como controle alternativo para prevencao e
tratamento da coccidiose devido a sua atividade antimicrobiana (ALI et al., 2015).

Além disso, proteinas bioativas, tais como lectinas, isoladas de plantas vém sendo
utilizadas em pesquisas com parasitas de pequenos ruminantes. As lectinas sao caracterizadas
como proteinas de origem ndo imunes, capazes de se unir a carboidratos com alta
especificidade. Em vegetais, sdo isoladas principalmente das sementes (CAVADA et al., 2001)
e tém demostrado eficiéncia em parasitas gastrointestinais (IORDACHE et al., 2015; BATISTA
et al., 2018). Isso € possivel devido a capacidade da lectina em reconhecer a glicanos de
superficies celulares, glicanos estes que segundo Haslam et al. (1998) estdo presentes nos
parasitos.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade do dleo
essencial e lectina de plantas da regido Nordeste no controle de Eimeria  de pequenos

ruminantes.

1.2 Caprinocultura

A caprinocultura é uma das praticas pecudrias mais antigas do Brasil, cuja origem
remonta aos tempos da ocupagio portuguesa. E uma atividade difundida em todo territério
nacional, mas com uma maior concentra¢ao do rebanho na regido Nordeste do Brasil, regidao
que abriga 92,5% do Semidrido brasileiro (IBGE, 2016). A alta capacidade de adaptacao dos
caprinos a diferentes climas e ambientes, a oferta de alimento durante todo o ano e a facilidade
do manejo sdo alguns dos fatores que influenciam para o crescimento da atividade no Nordeste
(EMBRAPA, 2005).

Entre outros fatores importantes associados para o crescimento da caprinocultura na
regido Nordeste, estdo a baixa necessidade de capital inicial, a capacidade de acumulacao de

renda em pequena escala, o elevado potencial de geracdo de ocupagdes produtivas, a ficil
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apropriacdo sociocultural e a oferta de produtos com grande apelo em novos mercados
(HOLLANDA JUNIOR; MARTINS, 2008).

Pode-se perceber o crescimento apresentado no ultimo censo do IBGE (2017), no qual
os dados revelam que o crescimento da caprinocultura brasileira tem sido constante de 2006 a
2017, sendo que em 2017 o nimero de cabegas alcangou 8,55 milhdes, um crescimento de 16%
do efetivo rebanho comparado ao censo anterior divulgado em 2006. Dentre os Estados, o
Maranhdo € o 7° no ranking com mais de 356.302 cabecas (MAGALHAES et al., 2017). Para
o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, a exploracio caprina no Brasil tem como
finalidade principal a produgdo de leite, na qual a relacdo de caprinos leiteiros e caprinos de
corte é bem maior, embora os animais sejam na sua maioria de dupla aptidio (MAPA, 2005).

A carne caprina € considerada uma carne magra devido o baixo valor caldrico, alto valor
proteico, boa digestibilidade e aminoacidos essenciais. (HAENLEIN, 1992; LAWRIE, 2005).
Nao diferente, o leite de cabras € rico em gorduras (4cidos graxos de cadeia curta e saturada),
proteinas (aminodcidos essenciais), vitaminas A e B e sais minerais (cdlcio, selénio, fosfato)
(CATUNDA et al., 2016) sendo, portanto, recomendado na alimentagdo humana
principalmente infantil e de pessoas idosas.

Por mais que o mercado esteja em expansdo e que novos investimentos estejam sendo
feitos para a melhoria do aproveitamento de carne e leite destes animais, as endoparasitoses se
constituem como um dos principais fatores limitantes na expansao deste setor no Brasil (RIET-
CORREA et al., 2013), onde os prejuizos sdo mais acentuados na prevengao e tratamento dos

animais doentes (VIEIRA, 2005).

1.3 Aspectos bioldgicos de Eimeria spp. em caprinos

Coccidiose ou eimeriose ¢ uma infeccdo causado por protozodrios intracelulares
obrigatdrios do Género Eimeria (VIEIRA et al., 2004) de ocorréncia mundial, mas com ampla
distribuicao no Brasil (LIMA, 2004; MENEZES; HASSUM, 2005; BRITO et al., 2009) que
afeta frangos de corte e pequenos ruminantes de todas as idades. Entretanto, € mais comum em
animais jovens, recém-desmamados submetidos a diferentes sistemas de manejo (FOREYT,
1990; REBOUCAS et al., 1992; PLATZER et al., 2005).

Para Foreyt, (1990) a infec¢do por esses protozodrios intestinais € multiespecifica e

embora haja semelhanga morfoldgica dos oocistos das espécies parasitas de caprinos € ovinos,
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existe uma estreita especificidade pelo hospedeiro, ou seja, as espécies pertencentes ao género
Eimeria sdo especificas para cada espécie de hospedeiro (SHAPIRO, 2010).

Através da morfologia e morfometria € realizado a identificacdo das espécies de
Eimeria. Diante disso, Lima (2004) apresentou as espécies mais patogénicas em quatros grupos
de animais: (a) foram identificadas em bovinos Eimeria bovis e E. zuernii; (b) em biufalos E.
ahsta, E. bakuensis e E. ovinoidalis; (c) ovinos E. arloingi, E. alijevi, E. hirci, E. christenseni,
(d) caprinos considerada apenas uma, E, ninakolhyakimovae. Smith e Sherman (1994),
verificaram que cerca de 16 espécies de Eimeria podem parasitar caprinos, mas apenas trés
tem uma patogenicidade de moderada a severa E. arloingi, E. caprina, E. christenseni e, apenas
uma € considerada patogénica severa Eimeria ninakolhyakimovae concordando com Lima
(2004). Enquanto Mancebo (2002) das 16 espécies, considera duas E. arloingi e E.
ninakohlyakimovae com patogenicidade severa que podem levar at€é a morte do animal. As
espécies E. arloingi, E. alijevi e E. ninakohlyakimovae de caprinos também foi relatado como
as mais patogénicas no continente Europeu (YVORE et al., 1981; RUIZ et al., 2006) e nos
Estados Unidos. Lima (1980) encontrou a prevaléncia de 98,8% de E. arloingi e E.
ninakohlyakimovae 33,3%. Coccidios de pequenos ruminantes estdo presentes em todo o
mundo e ¢ dificil dizer que uma distribuicao geogréfica é particular para uma outra espécie de
coccidia.

A patogenicidade também varia de acordo com a espécie de Eimeria onde umas sio
consideradas mais patogénicas a ponto de apresentarem sinais clinicos, enquanto outras nao sao
capazes de induzirem o aparecimento dos sinais (VIEIRA et al., 2004). As espécies E.
ninakohlyakimovae e E. arloingi sdo consideradas as mais patogénicas em caprinos, que levam
aos primeiros sinais clinicos. Além dos efeitos patogénicos dos parasitas devido a destruicao
das células epiteliais do intestino, a infec¢do coccidial interage com a microbiota digestiva
(GOUET et al., 1984).

A doenca pode ser identificada de duas formas, subclinica e clinica ou aguda: a forma
subclinica é a mais comum da doenga e, por ndo ser facilmente identificada, seu efeito tem
impacto consideravel em termos de eficiéncia de producdo e saude do rebanho (LIMA, 2004).
A forma clinica ou aguda da doenga afeta principalmente os animais mais jovens, com idade
entre trés semanas e cinco meses criados em qualquer sistema de producdo (ROSA, 1996),
causando uma intensa diarreia nestes animais (SMITH & SHERMAN, 1994) visto que a

imunidade deles € baixa em compara¢do a de um animal adulto, tornando-se um fator limitante
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no ganho de peso e, consequentemente, no crescimento do animal (KOUDELA & BOKOVA,
1998; LIMA, 2004; SAHINDURAN, 2012).

Considerada uma doenca insidiosa, a eimeriose pode apresentar varios graus de infec¢ao
de assintomadtica a severa com a presenca de fezes diarreicas de coloracdo escura, com
sangramento, perda da mucosa intestinal, desidratacdo, perda de apetite e, consequentemente,
perda de peso (LIMA, 2004), causando impacto diretamente na reducao da producdo.

As perdas econdmicas sdo significativamente maiores por causa da redugdo da taxa de
crescimento, no ganho de peso e susceptibilidade a doencas em animais afetados que
propriamente por prejuizos ocasionados por morte (FITZGERALD, 1980; FOREYT, 1990;
VIEIRA, 2005).

1.4 Taxonomia e ciclo biolégico

O género Eimeria pertence ao reino Protista, subreino Protozoa, filo Apicomplexa,
Classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidia, subordem Eimeriina e familia
Eimeriidae (LEVINE et al., 1980). Os oocistos de Eimeria tém caracteristicas morfolégicas
proprias, onde em cada oocisto apresenta quatro esporocistos com dois esporozoitos em cada,
totalizando oito esporozoitos por oocisto (Fig. 1), estes infectam as células intestinais para

completar seu ciclo (FORTES, 1997; LIMA, 2004).

Figura 1. Forma infectante de E. arloingi. Oocisto esporulado (A) e esporozoitos

(B). (Fonte: préprio autor)



18

Todas s membros do género Eimeria sa0 monoxenos, ou seja, necessitam apenas de um
hospedeiro para completar seu ciclo de vida. Estes parasitas tém seu ciclo de vida dividido em
duas fases: enddgena e exdgena. A fase enddgena ocorre no hospedeiro, onde o parasita
desenvolve suas fases nas células epiteliais do intestino e a exdgena ocorre no ambiente, com a
esporulacdo dos oocistos (VIEIRA, 2002).

O ciclo biolégico inicia com a infeccdo dos animais que ocorre através da ingestio de
dgua e alimento contaminado por oocistos esporulados. Ao chegarem no limen intestinal os
esporozoitos sdo liberados dos oocistos com acdo de enzimas digestivas, estes infectam as
células intestinais, multiplicam-se de forma assexuada chamada de esquizonia, formando
esquizontes de primeira geracao. Essa fase ocorre no intestino delgado ou no inicio do intestino
grosso, dependendo da espécie de Eimeria envolvida (LIMA, 2004; CHARTIER & PARAUD,
2012). Estes esquizontes originam centenas de merozoitos de primeira geracao, levando ao
rompimento da célula e liberando os merozoitos que infectam novas células.

Geralmente, a fase de merogonia (esquizogonia), formacdo de merozoitos com a
infeccdo de novas células, ocorrem uma ou mais vezes (DENIZ, 2009) na tultima geracao de
merozoitos estes mudam para trofozoitos, diferenciam-se em macrogametas (feminino) e outros
em microgametas (masculino), dando inicio a fase sexuada (gametogonia) (VIEIRA, 2002).
Estes invadem células que possuem macrogameta, ocorre a fertilizacdao e formacdo da parede
dos oocistos, a célula se rompe e os oocistos ndo esporulados sdo liberados para o ambiente
através das fezes (LIMA, 2004).

No meio ambiente ocorre a divisdo por esporogonia, formando quatro esporozoitos em
cada oocisto, tornando-se infectante e possibilitando a infeccdo por outro animal. Para que
ocorra a esporulacdo, os oocistos necessitam de quantidade adequadas de umidade, temperatura
e oxigénio (DENIZ, 2009). Durante todo o ciclo biolégico a multiplicagdo dos coccidios
causam alteragdes e destruicao das células epiteliais, ocasionando desprendimento da mucosa
intestinal e consequentemente hemorragia que sdo observadas nas fezes do animal (LIMA,

2004).

1.5 Tratamento e formas de controle

As estratégias de tratamento e controle da eimeriose devem ser realizadas considerando

as caracteristicas dessa enfermidade, caracterizadas como doenga de rebanho. O controle é
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realizado com a utilizagcdo de fairmacos associados a medidas sanitédrias e de manejo objetivando
areducgdo da prevaléncia e do aparecimento de animais com sinais clinicos e pode ser procedido
considerando cada categoria do rebanho. J4 o tratamento é realizado com quimioterdpicos em
animais infectados objetivando a diminui¢do ou desaparecimento da apresentacdo clinica da
doenca (LIMA, 2004).

As medidas sanitdrias como a limpeza didria das instalacdes, remocao das fezes do
ambiente e o manejo da dgua e o acesso a dgua nas propriedades visam o impedimento ou a
diminuicdo da ingestdo dos oocistos esporulados (LIMA, 2004; MONTEIRO, 2011).

Os quimioterdpicos sdo classificados como coccidiostiticos e coccidicidas e sdo
utilizados geralmente apds o aparecimento dos sinais clinicos como diarreia e desidratacdo e
apresentam bons resultados quando administrados no inicio do aparecimento dos sinais (LIMA,
2004). Os coccidiostdticos, como as salomicinas, triazinonas e amprolio, atuam na fase
assexuada do parasita (GRILO & CARVALHO, 2014) e os coccidicidas, como as sulfamidas
e os nitrofuranos, proibidos no Brasil devido a residuos da droga na carne do animal, atuam na
eliminacdo total do parasita estes (BRASIL, 2003; ORDAZ, 2011).

Grilo & Carvalho (2014) relatam que o farmaco mais utilizado, inclusive no Brasil, € o
toltrazuril, pois apresenta uma reduc¢do significativa nos sinais clinicos. O toltrazuril age nos
estagios de desenvolvimento intracelular, esquizogonia e gametogonia, interferindo na cadeia
respiratoria e na sintese de DNA do parasita (ALTREUTHER et al., 2011).

A falha no tratamento ou o uso constante e incorreto destas drogas podem colaborar
para consequéncias danosas, como residuos da droga na carne e no leite do animal e uma
possivel resisténcia do protozodrio aos antiparasitarios, polui¢io ambiental causado por tais
drogas (HIDALGO ARGUELLO & CORDERO DEL CAMPILLO, 1999; MC EVOY, 2002;
PEEK & LANDMAN, 2003; SOARES & DIAS, 2013), além de aumentos nos custos de
producdo (ABBAS et al., 2011). Nessa situacdo, os elementos citados indicam a necessidade

do desenvolvimento de estratégias de controles alternativos.

1.6 Controle alternativo

A utilizacdo de plantas medicinais, com fins terapéuticos, desperta o interesse para as

investigacdes no intuito de desenvolver fitoterdpicos (BITTENCOURT et al., 2002), que

auxiliam no tratamento e controle de doengas provocadas por parasitas gastrintestinais. Diante
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disso, estudos utilizando produtos naturais vem sendo realizados em pesquisas com 0s mais
diferentes parasitos (REMMAL et al., 2011; FERNANDES et al., 2017; BATISTA et al., 2018;
LOPEZ et al., 2018). No entanto, sdo escassos os estudos envolvendo controle Eimeria de
caprinos com produtos naturais ou extratos vegetais, considerando a grande variedade de

espécies encontradas em todo o Brasil.

1.6.1 Caracteristicas de Lippia gracilis e suas aplicacoes

O género Lippia possui muitas espécies de interesse medicinal e retne cerca de 200
espécies representados por ervas, arbustos e pequenas drvores que sdo frequentemente
aromadticas, com distribui¢do tropical e cerca de 150 espécies que estdo distribuidas em campos
rupestres e cerrados no Brasil (SALIMENA, 2002). Lippia gracilis € um arbusto caducifélio
(Fig. 2), conhecido como alecrim-da-chapada. Essa espécie é endémica da Caatinga, ocorrendo
nos Estados da Bahia, Ceard, Maranhao, Paraiba, Sergipe, Piaui (LORENZI & MATOS, 2002),
no semidrido do Estado de Pernambuco e em pequena parte do Rio Grande do Norte
(MARRETO et al., 2008).

De suas folhas e flores € isolado o 6leo essencial que apresenta atividade antimicrobiana,
fungicida e leishmanicida, sendo utilizado para o tratamento de doengas cutaneas, queimaduras,

feridas e ulceras (PASCUAL et al., 2001; MELO et al., 2013).

Figura 2: Planta de Lippia gracilis. (Adaptado de Neto, 2018).
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Por esta razao, as espécies de Lippia vém sendo exploradas para uso em diversas dreas
da medicina veterindria, como na microbiologia, parasitologia, zootecnia e aquicultura, devido
ao seu potencial bioativos e a facilidade de producdo agrondmica em escala (SOARES;
TAVARES-DIAS, 2013). Essa espécie também apresenta acdo na reducdo da ocorréncia de
insetos em produtos armazenados, afetando o crescimento, desenvolvimento e reproducdo de
alguns insetos herbivoros (OLIVEIRA et al., 2011). Cruz et al., (2013) constataram que
carvacrol e timol sdo os constituintes majoritdrios do 6leo e estes tém potencial acaricida
(COSTA-JUNIOR, 2016).

Em relacdo a estudos com a utiliza¢do de 6leos essenciais em protozodrios de pequenos
ruminantes, ndo foram encontrados na literatura, trabalhos cientificos que reportam acgdo.
Existem apenas alguns estudos in vitro e in vivo com a utilizagdo de 6leos essenciais em Eimeria
de frango de corte (Quadro 1). Dentre os estudos, consta apenas um em que utilizaram extrato
metanolico de frutos, no qual apenas Lépez et al., (2018) testaram em oocistos e esporozoitos
de Eimeria ninakohlyakimovae de caprinos. Diante disso, observa-se a necessidade de mais
estudos sobre acdo de compostos de plantas em eimeriose, uma vez que no decorrer dos anos

tem demonstrado resultados satisfatorios para o controle destas doencas parasitdrias.



Quadro 1: Oleos essenciais analisados em ensaios para o controle de coccidios gastrointestinais.
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da esporulacio

Espécie Componente Animal Teste Eficiéncia Referéncia

majoritario
Origanum Carvacrol:30,5% Frango de corte | In vitro Destrui¢ao dos oocistos | Remmal et al,2011.
compactum Timol:27,5%;

y-terpineno:

18,2%
Artemisia P-tuiona: 64%; Frango de corte | In vitro Reduziu em Remmal et al.,2011
absithium 1,8 cineol: 18%; aproximadamente em

P-cimeno: 9,6%; 70% o nimero de

Sabineno: 7,8% 0ocisto
Eschinacea *NA Frango de corte | In vitro Ocorreu a diminuicdo da | Burt et al., 2013
purptirea invasdo dos esporozoitos

em células epiteliais
Origanum Timol: 82% Frango de corte | In vivo. Efeito na prevencdo da | Mohiti-Asli &
vulgare Carvacrol:18% Suplementacdo do | coccidiose Ghanaatparast-Rashti,
6leo na racdo 2015.

Pandurata Tras-b-ocimeno:26,81% | Frango de corte | In vitro Com 70% de inibi¢do da | Jitviriyanon et al.,
boesenbergia Cancfora: 23,17% esporulacao 2016

1,8-cineol: 16,92%
Ruta pinnata NA Caprinos In vitro Capacidade de inibicdo | Lopez et al., 2018

*NA: Néo avaliado
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1.6.2 Caracteristicas da lectina de Canavalia brasiliensis e suas aplicacoes

As lectinas compdem um grupo de proteinas estruturais de origem ndo imunes capazes
de reconhecer e se ligar a carboidratos. Elas estdao presentes em todos 0s organismos vivos,
sobretudo em vegetais onde atuam como mecanismo de prote¢do (CAVADA et al., 2001;
POVIONELLI, 2002). Nos vegetais as lectinas tem sido relatada e purificada de qualquer parte
da planta, mas € nas sementes de muitas plantas que sdo encontradas e constituem até 10% do
conteddo total de proteinas de extratos de sementes maduras (BOLINI e CHRISPEELS, 1978;
WANG E NG, 1998). Devido suas caracteristicas e propriedades bioquimicas, as lectinas vém
sendo utilizadas em diversas pesquisas médicas e bioldgicas, com atividade antifiingica
(WANG & NG 2003; WANG & BUNKERS, 2000), antibacteriana (ORDONEZ et al. 2006) e
como antiparasitaria (BATISTA et al., 2018).

Em protozodrios, a funcdo das lectinas estd relacionada ao reconhecimento celular,
aumento da adesao 4s células do hospedeiro durante os estdgios iniciais (VIEIRA et al., 2012)
e ligacdo do parasita a outras células, microrganismos (WOOTTON et al., 2007) e tecidos,
aumentando assim a viruléncia (VIEIRA et al., 2012).

Canavalia brasiliensis € uma espécie pertencente ao género Canavalia, conhecido
popularmente como feijao-de-porco, com distribui¢cdo no Nordeste, principalmente no Estado
do Ceard. Das suas sementes (Fig. 3) sdo extraidas uma lectina (ConBr) que tem afinidade por
glicose/manose. Esta lectina apresenta 99% de homologia com a lectina Canavalia ensiformes
(ConA) nas suas propriedades fisicas (SANZ-APARICIO et al., 1997; CAVADA et al., 2001).
Diversas funcdes foram atribuidas a ConBr como, atividade anti-helmintica (BATISTA et al.,
2018), antifungica (VASCONCELOS, 2010) e afeta o crescimento bacteriano
(VASCONCELOS et al., 2012).
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Figura 3: Vegetal arbustivo com inflorescéncia e folhas (A). Inflorescéncia de C. brasiliensis
(B). Legume plano (C) e sementes monocromadas (D). Fonte: plantasdobrasil;

http://chaves.rcpol.org.br/.

A estrutura cristalina da ConBr é demonstrada abaixo (Fig. 4), na qual mostra a
conformacdo tetramero e a localizacdo relativa das quatro subunidades, com as posi¢des dos
residuos de Gly 58 e Gly 70 (SANZ-APARICIO et al., 1997). A lectina de C. brasiliensis € que
ConBr pode se ligar a estruturas de carboidratos que podem ser semelhantes ou idénticas,
embora expostas de maneira diferente nas superficies celulares, desencadeando a resposta de
diferentes populacdes celulares ou diferentes efeitos quantitativos nas mesmas células (SANZ-

APARICIO et al., 1997).


http://chaves.rcpol.org.br/
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Figura 4: Estrutura global do tetramero de ConBr e a localizacdo das quatro subunidades. As
esferas cinza e pretas representam os sitios de ligagdes dos metais de transicdo Mn** e Ca®*.

(Adaptado de Sanz-Aparicio et al., 1997)

No quadro 2, estdo apresentados os 3 (trés) trabalhos envolvendo lectina vegetal nos
demais parasitas de caprinos. Os estudos foram realizados in vitro, sendo o primeiro realizado
em helmintos com a utilizacdo da lectina de C. brasiliensis em ovos e larvas (L3) de
Haemonchus contortus, no qual obtiveram a inibicdo do desenvolvimento larvar (BATISTA et
al., 2018). No segundo trabalho, Fuller & McDougald (2002), estudaram 19 lectinas vegetais
em esporozoitos de Eimeria tenella (Eimeria de frangos), no qual constataram que as lectinas
especificas de manose, Lens culinaris € Canavalia ensiformes, se ligaram na superficie do
parasita diminuindo sua viabilidade. No terceiro trabalho, Silva et al., (2019) utilizaram a
lectina purificada de Parkia platycephala associada a Gentamicina nos testes in vitro contra

ovos ¢ larvas (L3) de H. contortus e observaram a¢ao na inibicao larvar.



Quadro 2: Andlise de ensaios com lectinas vegetais realizados em parasitas gastrointestinais
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ovos e larvas

Espécie Parte Parasita Teste Eficiéncia Bibliografia
Canavalia Sementes | H. contortus | In vitro em | Inibicao do desenvolvimento de H. contortus Batista et al.,
brasiliensis ovos e larvas 2018

Lens culinaris e | Sementes | Eimeria In vitro em | Ligaram-se a superficie dos esporozoitos | Fuller &
Canavalia tenella esporozoitos diminuindo a viabilidade. McDougald,
ensiformes 2002

Parkia platycephala | Sementes | H. contortus | In  vitro em | Inibicdo no desenvolvimento de larvas (L3) e | Silvaetal., 2019

aumento da atividade antibidtica da gentamicina

contra cepas bacterianas multirresistentes
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1.6.3 Caracteristicas gerais dos monoterpenos carvacrol, p-cimeno e y-terpineno

O monoterpeno carvacrol 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol € encontrado em diversas plantas
aromaticas sendo biossintetizados a partir do y-terpineno e do p-cimeno (NOSTRO &
PAPALIA, 2012). O carvacrol também € conhecido como isopropil-o-cresol, p-cimeno-2-ol, 5-
isopropil-2-timol ou iso-timol (DE VINCENZI et al., 2004). Apresenta-se na forma liquida em
temperatura ambiente cuja solubilidade em dgua € de 830 + 10 ppm (NOSTRO & PAPALIA,
2012). Outros compostos de natureza terpénica sdo encontrados no 6leo essencial de L. gracilis
como: p-cimeno e y-terpineno (CRUZ et al., 2013; DOS SANTOS, 2016). Segundo Poulose e
Croteau (1978) a biossintese de timol e carvacrol t€m inicio na aromatizacdo do p-cimeno a
partir do y-terpineno, que em seguida através de uma orto ou meta hidroxilacio €, entdo,
convertido a carvacrol ou timol, respectivamente (Fig.5). Segundo Santos et al., (2016), a
biossintese destes monoterpenos na planta em especial a espécie L. gracilis é afetada por fatores
como: época de colheita, idade da planta, clima, estdgio de desenvolvimento e caracteristicas

do solo desta forma, variando sua quantidade nas plantas.

A B C
OH

Figura 5: Estrutura molecular do carvacrol (A) p-cimeno (B) e y-terpineno (C) extraido de:

(PEIXOTO-NEVES et al., (2010)

1.7 Importancia dos estudos in vitro

Considerando que os parasitas do Género Eimeria sdo altamente especificos para o
hospedeiro e que suas reacoes intracelulares ou que induzem ao acionamento do sistema imune
sao muito especificas (ROSE, 1987; DALLOUT et al., 2007), € essencial que pesquisas sejam
realizadas sobre suas formas infectantes. A realizacdo de estudos in vitro sobre eficdcia de

diferentes associagdes de anticoccidicos tem se tornando uma ferramenta essencial para
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entender a biologia do parasita e seu controle (ROSE, 1987; DALLOUT et al.,, 2007;
TAUBERT et al, 2008; LOPEZ-OSORIO et al., 2018; LOPEZ et al., 2018).
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

Avaliar a atividade anticoccidicida de produtos naturais em Eimeria de caprinos.

2.2 Especificos

e Avaliar in vitro agdo anti-coccidicida de 6leo essencial de Lippia gracilis e
monoterpeno em oocistos de Eimeria sp.;

e Avaliar in vitro acdo anti-coccidicida da lectina ConBr em esporozoitos de Eimeria
arloingi;

e Determinar as concentragdes de destrui¢io (LCsp) e inibi¢do (ICs0) dos compostos nos

organismos testados.
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CAPITULO1I - Avaliacao da atividade coccidicida do dleo essencial de Lippia

gracilis e monoterpenos em oocistos de Eimeria sp.
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Avaliacao da atividade coccidicida do dleo essencial de Lippia gracilis e monoterpenos
em oocistos de Eimeria sp.

3.1 Resumo

Eimeriose ¢ uma doenga endogastrointestinal causado por um protozodrio do Género Eimeria,
provocando prejuizos na producdo de caprinos. Seu controle € realizado com produtos
quimicos, no entanto, ha a necessidade de métodos alternativos de controle para eimeriose, haja
vista que surge a resisténcia de populagdes ao tratamento tradicional baseado na utilizacdo de
bases quimicas. Utilizac@o de plantas do cerrado com potencial terapéutico vem sendo cada vez
mais estudado. Dentre as espécies do cerrado, destaca-se a Lippia gracilis. L. gracilis € uma
planta popularmente conhecida como “alecrim-da-chapada” endémica do cerrado com
potencial bactericida, leschmanicida, fungicida e acaricida. Diante disso, objetivou-se com este
trabalho avaliar a eficdcia do 6leo essencial de L. gracilis e monoterpenos na destruicdo e
inibicao da esporulagdo dos oocistos de Eimeria de caprinos. Diferentes concentracdes de 6leo
essencial de L. gracilis (10; 7,0; 4,9; 3,43; 2,40; 1,68; 1,17 e 0,82 mg/mL) e dos monoterpenos
carvacrol, p-Cimeno e y-Terpineno foram testadas (2,4; 1,2; 0,6; e 0,1 mg/mL) em oocistos de
Eimeria spp. no intuito de determinar as concentragdes letal e de inibi¢do na esporulagdo para
oocistos. As andlises mostraram que o gen6tipo 201 do 6leo essencial L. gracilis apresentou
LCso de 4,56 mg/mL na destruicao dos oocistos e os genétipos 108 e 109, destruiram 44,3% e
34,8% dos oocistos submetidos 2 10 mg/mL. A inibicdo da esporulagdo foi verificada apenas
com o monoterpeno carvacrol na concentragdo inibitéria de (ICso) de 0,42 mg/mL e para a
destrui¢do obteve-se uma LCso na destruicdo de 0,96 mg/mL. Os monoterpenos p-Cimeno e y-
Terpineno isoladamente ndo apresentaram eficdcia. Deste modo, o presente estudo demonstrou
a descricdo da acdo do 6leo essencial e monoterpenos sobre oocistos de Eimeria spp. isoladas
de pequenos ruminantes. Além disso, este estudo fornece dados importantes relacionados a
Eimeria  sp. de pequenos ruminantes, bem como testar produtos naturais que venham a

contribuir para o controle deste parasito

Palavras-chave: Eimeriose; controle; Lippia gracilis; monoterpenos.
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Coccidicidal activity evaluation of Lippia gracilis essential oil and monoterpenes in

Eimeria sp. ococysts

3.2 Abstract

Eimeriosis is an endogastrointestinal disease caused by a protozoan of the genus Eimeria,
causing damage to goat production. Its control is carried out with chemicals, however, there is
a need for alternative control methods for eimeriosis, given that the resistance of populations to
traditional treatment based on the use of chemical bases arises. Use of cerrado plants with
therapeutic potential has been increasingly studied. Among the cerrado species, Lippia gracilis
stands out. L. gracilis is a plant popularly known as endemic cerrado "chapada rosemary" with
bactericidal, leschmanicidal, fungicidal and acaricidal potential. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the efficacy of L. gracilis essential oil and monoterpenes in the destruction
and inhibition of sporulation of goat Eimeria oocysts. Different concentrations of L. gracilis
essential oil (10; 7.0; 4.9; 3.43; 2.40; 1.68; 1.17 and 0.82 mg/mL) and the carvacrol
monoterpenes, p- Cimene and y-Terpinene were tested (2.4; 1.2; 0.6; and 0.1 mg/mL) on
Eimeria spp. to determine lethal and sporulation inhibition concentrations for oocysts. The
analyzes showed that L. gracilis essential oil genotype 201 presented LCso of 4.56 mg/mL in
the destruction of oocysts and genotypes 108 and 109 destroyed 44.3% and 34.8% of oocysts
submitted to 10 mg/mL. Inhibition of sporulation was verified only with the monoterpene
carvacrol at the inhibitory concentration of (ICso) of 0.42 mg/mL and for the destruction an
LCso at the destruction of 0.96 mg/mL was obtained. The monoterpenes p-Cimeno and y-
Terpineno alone were not effective. Thus, the present study demonstrated the description of the
action of essential oil and monoterpenes on Eimeria spp. isolated from small ruminants. In
addition, this study provides important data related to Eimeria sp. small ruminants, as well as

testing natural products that may contribute to the control of this parasite

Keywords: Eimeriosis; control; Lippia gracilis; monoterpenes.
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3.3 Introducao

Os caprinos estdo distribuidos por todo planeta, no entanto, percebe-se o maior efetivo
do rebanho em regides dridas e semi-dridas, devido a facilidade de adaptacdo por estes animais
(MARTINS et al., 2016). No Brasil a caprinocultura é de elevada importancia socioecondmica
para produtores rurais, principalmente na regido Nordeste, esta regido abriga cerca de 92,5%
do rebanho total (IBGE, 2016). Embora que o rebanho esteja em crescimento, a ocorréncia de
doengas gastrointestiniais nesses animais merece estudo e controle, devido principalmente ao
fato de serem atividades espalhadas geograficamente (CARDOSO et al., 2015).

Dentre as doencas causadas por parasitos gastrointestinais, destaca-se a eimeriose,
doenca causada por um protozodrio do género Eimeria, que ao infectar o hospedeiro, provoca
alteracodes gastrointestinais, diminui¢do do apetite e reducao do ganho de peso (VIEIRA, 2000;
LIMA, 2004) sendo responsavel por perdas na producdo e mortalidade no rebanho de caprinos
e ovinos. Desta forma, essa enfermidade atua como um dos principais desafios na producao de
caprinos (VIEIRA, 2005), limitando e exigindo medidas de controles urgentes.

No entanto, o uso frequente e de forma incorreta dos quimioterdpicos, podem ser
responsavel pela selecao de populacdes resistentes de Eimeria tornando dificil o controle (MC
EVOY, 2002; PEEK & LANDMAN, 2003). Atualmente, pesquisas estdo focadas nas
caracteristicas fitoquimicas e farmacoldgicas de espécies do reino Plantae e nas suas diferentes
aplicacdes. Os compostos oleosos aromdticos se destacam como umas das partes mais
estudadas, pois t€ém demonstrado eficiente atividade antimicrobiana frente a patdgenos de
interesse médico-sanitario (DANTAS et al., 2010). No Brasil, pesquisas sdo realizadas com
espécies do bioma Caatinga (MATOS, 1999) dentre as espécies, a Lippia gracilis,
popularmente conhecida como alecrim-da-chapada, possui folhas simples e flores aromaéticas.

No o6leo essencial extraido desta espécie possui forte atividade bactericida,
leshmanicida, carrapaticida e inseticida devido a presenca dos componentes majoritarios
carvacrol, y-Terpineno e p-Cimeno. (ALBUQUERQUE et al., 2006; BURT, 2007; DANTAS,
et al 2010). Contudo, ndo se conhece a biotividade do 6leo essencial de L. gracilis sobre
protozodrios de pequenos ruminantes.

Diante do potencial de utilizagdo dessa planta e a necessidade de controle alternativos
para Eimeria em caprinos, o presente trabalho objetivou-se avaliar in vitro agao anti-coccidicida
de 6leo essencial de Lippia gracilis e seus componentes majoritarios carvacrol, p-Cimeno, y-

Terpineno em oocistos de Eimeria spp. de caprinos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401716303521#bib0100
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401716303521#bib0100
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3.4 Material e Métodos

3.4.1 Obtencao e analise do 6leo essencial de L. gracilis e monoterpenos

O dleo essencial de L. gracilis com seus gendtipos 108, 109 e 201, usados no presente
estudo, foram isolados e caracterizados sua composicao quimica por Cruz et al., (2013) (Quadro
3), obtidos da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Partes aéreas e folhas coletadas no
mesmo hordrio foram hidrodestiladas utilizando o aparelho Clevenger por 3 horas
(GUENTHER, 1972).

A andlise da composi¢do quimica do dleo essencial foi feita através da cromatografia
gasosa (Shimadzu, modelo QP5050A) acoplada a um espectrometro de massa (GC-MS). A
andlise quantitativa dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia de gas de
ionizacdo de chama (FID), utilizando um Shimadzu GC-17A (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japao). Os componentes do 6leo essencial foram identificados por comparacdo dos seus
espectros de massa com os espectros disponiveis na base de dados de (NISTO5 e WILEYS)
(CRUZ et al., 2013).

Quadro 3. Compostos majoritarios dos 6leos essenciais de trés gendtipos de L. gracilis

isolados por Cruz et al., 2013.

Constituinte LGRA*-108 LGRA-109 LGRA-201

p-Cimeno 11,75 a 13,02 a 13,74 a
y-Terpineno 8,81Db 8,55b 21,11 a
Carvacrol 47,10 a 48,99 a 35,28 b

LGRA: Lippia gracilis. As médias seguidas das mesmas letras mintsculas nas colunas ndo diferem pelo teste de

Scott e Knott (p < 0,05) (Fonte: Cruz et al., 2013).

Além disso, considerando os compostos majoritdrios detectados nos dleos essenciais
isolados de L. gracilis supracitados, foram utilizados também os monoterpenos carvacrol, p-

Cimeno e y-Terpineno isolados e adquiridos da empresa fabricante SIGMA-ALDRICH®.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/essential-oils
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/genotype
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3.4.2 Obtencao dos oocistos

Foram utilizados caprinos sem raca definida (SRD) de diferentes propriedades da regiao
de Chapadinha — MA. Os oocistos foram obtidos pelos métodos de Gordon & Whitlock (1939)
e Ueno e Gongalves (1998) onde as fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos
animais, armazenadas em envelopes pldsticos e acondicionadas em caixas térmicas com gelo

(4-8°C).

No Laboratério de Parasitologia Aplicada da Universidade Federal do Maranhio, foi
feita andlise quantitativa e qualitativa através do Oopg (Oocisto por grama de fezes). Foram
utilizadas 2 g de fezes, estas foram diluidas em 28 mL solu¢do saturada de NaCl, procedida a
filtracdo em quatro camadas de gazes e realizada a leitura dos oocistos em camara de McMaster.
Ap0s andlise de todas as amostras, foi realizada a limpeza e isolamento dos oocistos através do
método de centrifugo-flutuacdo em solucdo de sacarose saturada (SHEATHER, 1923). Cerca
de 1,5 g de fezes foram maceradas, lavadas com solugdo fisiolégicas (NaCl 0,9%) e depois
centrifugadas a 1000 x G, por 10 min a 4 °C. Descartado o sobrenadante, foi ressuspendido o
pellet em 50 mL de solugdo de sacarose e centrifugado novamente a 250 x G durante 10 min a
4 °C. Ap6s esta segunda centrifugacao, foi recuperado 10 mL do sobrenadante e diluido em 40
mL de solugdo de NaCl 0,9% e centrifugado a 2000 x G por 10 min a 4°C, logo em seguida o
pellet foi recuperado e suspenso em 500 pL de solugao NaCl 0,9%, foi feita contagem na camara
de Neubauer e cerca de 5 x 10° oocistos foram isolados. O material analisado foi armazenado

em refrigeracdo a 4°C até a andlise.

3.4.3 Testes in vitro da destruiciao dos oocistos

Os testes de destruicao e inibicao dos oocistos de Eimeria foram realizados seguindo
metodologia descritas por Remmal et al. (2011) e Jitviriyanon et al. (2016), com algumas
adaptagdes.

Inicialmente, foi feita a analise da destrui¢do dos oocistos com 6leo essencial de Lippia
gracilis (gendtipos 108, 109 e 201), foram utilizadas as concentragdes iniciais de 10,0; 7,0; 4,9;
3,43; 2,40; 1,68; 1,17; 0,82 mg/mL, em triplicata, diluidas em Triton X-100 a 1%. Os controles

foram diluidos em Triton X-100 a 1% em triplicata.
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As solugdes foram preparadas em tubos de ensaios de volume de 10 mL e depois foi
transferido 1 mL de cada dilui¢do para eppendorf de 2 mL. Posteriormente, foram adicionados
500uL de suspensdao de oocistos isolados (item 4.1.2) contendo aproximadamente 1500
oocistos em cada concentracdo e nos respectivos controles. Foram incubadas em temperatura
ambiente por 24 horas. Apds esse periodo, o material foi centrifugado a 2000 x G por 10 min,
a 4°C o sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em eppendorf contendo Dicromato de
Potéssio (K2Cr207) a 2,5% em volume final de 1500 uL, depois foram mantidos em presenca
de oxigénio a temperatura ambiente por 48 horas. Apds esse periodo os oocistos foram
quantificados de acordo com Gordon & Whitlock (1939), com algumas adaptacdes e analisados
quanto a sua esporulacdo. As adaptacdes versaram principalmente na dilui¢do onde foram
utilizadas 50 pL da suspensdo de oocistos para cada 750 puL de solucdo saturada de NaCl, em
duplicata, para ser procedida a contagem e mensuracao dos oocistos com auxilio de uma cidmara
de Neubauer.

Oocistos deformados, sem micrdpila e degenerados alguma parte da sua morfologia original,

foram considerados destruidos.

3.4.4 Testein vitro da inibicao da esporulacio dos oocistos

A andlise da inibicdo da esporulacio dos oocistos foi realizada com os monoterpenos p-
Cimeno, carvacrol e y-Terpineno (SIGMA-ALDRICH®). Foram utilizadas concentragdes
iniciais de 4,8; 2,4; 1,2; 0,6; 0,3 e 0,15 mg/mL, em triplicata, diluidas em Triton X-100 a 1%.
Os controles foram diluidos em Triton X-100 a 1%. Todos os procedimentos adicionais
seguiram a metodologia descrita do teste anteriormente no item “Testes in vitro da destruicao

dos oocistos”.

3.4.5 Analise estatistica para os testes in vitro

Ap0s a incubagdo final a porcentagem de oocistos vidveis foi calculada em comparacao
ao controle, segundo a féormula: (média de oocistos expostos/média de oocistos controle) x 100,
e a porcentagem dos oocistos esporulados e ndo esporulados foram determinadas para cada

concentracdo dos materiais avaliados. As concentragdes letais (CLso) e inibitérias (ICso) para
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50% da populacdo foram calculadas apds transformacdo logaritmica dos valores das diluicdes,

empregando o programa Graph Pad PrismVersao 6.

3.4.6 Resultados

Na andlise sobre a¢cao do 6leo essencial de Lippia gracilis na destrui¢do dos oocistos de
Eimeria, na figura 6, os resultados demonstraram que o 6leo essencial citado tem capacidade
de interferir na viabilidade, conforma¢do da morfologia normal dos oocistos, apresentando
eficiente atividade coccidicida. A partir da concentragdo de 2,4 mg/mL de 6leo essencial de L.
gracilis nota-se ligeira diminui¢do na viabilidade dos oocistos (Fig. 6). O nimero de oocistos
vidveis diminuiu consideravelmente a medida que havia o aumento da concentracdo do 6leo
essencial de L. gracilis, considerando assim sua eficdcia na destruicdo dos oocistos de Eimeria.
Essa diminui¢do se intensifica até a total destrui¢ao dos oocistos na concentracao de 7,0 mg/mL,

apresentando concentragdo letal (LCso) de 4,56 mg/mL (Tab. 1).

Lippia gracilis
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Figura 6. Grafico representativo do nimero de oocistos destruidos apds o tratamento com

diferentes concentragdes do 6leo essencial de L. gracilis.

Quando expressa em relacdo a concentracao letal 50% (LCsp), os nossos resultados

mostram que a concentracao do 6leo essencial de L. gracilis tem sua eficiéncia em 4,56 mg/mL,
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isso significa que nesta concentracdo foi possivel a destruicdao de 50% dos oocistos de Eimeria.
Em relagdo aos efeitos dos gendtipos 108 e 109 de L. gracilis, foram destruidos 44,3% e 34,8%
dos oocistos submetidos a estes genotipos, respectivamente. Nesse sentido, para esses genotipos

nao foi possivel proceder aos estudos de LCsp e ICso (Tab. 1).

Tabela 1. Eficicias e concentragao letal dos efeitos do 6leo essencial de L. gracilis em oocistos

de Eimeria spp.

Lippia gracilis Eficacia* LCso IC 95% R?
Genotipo LGRA-201 100,0% 4,56 4,07-5,11 0,880
Genétipo LGRA-108 44,3% koK ok ok
Genétipo LGRA-109 34,8% = o o

*Eficacia em 10mg/mL; **Nao avaliado

No presente estudo, o carvacrol obteve efeito coccidicida com concentracao letal (LCso)
de 0,96 mg/mL (Tab. 2), com aumento da destruicdo dos oocistos até a concentracao de 7,0
mg/mL (Fig. 6) e com 9,92% de oocistos vidveis. Os resultados evidenciam a capacidade do
monoterpeno carvacrol de interferir na viabilidade dos oocistos demostrando atividade
coccidicida.

A 1nibicdo da esporulac@o dos oocistos pelo carvacrol foi observada na concentracio
inibitoria (ICso) de 0,42 mg/mL (Tab. 2). Em concentracdes acima de 1,2 mg/mL, somente
20%, aproximadamente, dos oocistos esporularam, indicando acdo coccidiostdticas ou
inibitéria, e a concentragdo inibitéria (ICso) de 0,42 mg/mL, foi responsdvel pela inibicdo da
esporulacdo de 50% dos oocistos de Eimeria (Fig. 7).

Da mesma forma de modo isolado, os monoterpenos y-Terpineno e p-Cimeno nao

obtiveram resultados 6timos na inibi¢do e destrui¢ao dos oocistos (Tab. 2).
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Tabela 2. Concentracdes letais e inibitdria, para oocistos de Eimeria  dos principais

monoterpenos presentes no 6leo essencial de L. gracilis.

Monoterpenos Eficacia (%)* ICs0/LCso IC 95% R?
100,0 Cls500,42 0,35-0,50 0,970
Carvacrol
100,0 CLs500,96 0,87-1,07 0,972
y-Terpineno 64,4 *ok *ok ok
p-Cimeno 31,1 ok ok ok

*Eficdcia em 10 mg/mL; **Nao avaliado

Os testes realizados com carvacrol para avaliar os efeitos da inibi¢ao da esporulagdo dos

oocistos, mostraram resultados satisfatérios. As concentragdes acima de 1,2 mg/mL, somente

20%, aproximadamente, dos oocistos esporularam, indicando a¢do coccidiostética ou inibitdria,

e a concentracao inibitdria para monoterpeno carvacrol (ICso) detectada foi de 0,42 mg/mL,

concentracdo esta que foi responsavel pela inibi¢cao da esporulacdo de 50% dos oocistos de

Eimeria (Fig. 8).
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Figura 7: Efeito das concentrades de
carvacrol na destruicio dos oocistos de

Eimeria.
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Figura 8: Efeito das concentracdes de carvacrol na

inibicdo da esporulacdo dos oocistos de Eimeria.
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3.4.7 Discussao

Estudos relacionados atividade de 6leos essenciais em parasitos de pequenos ruminantes
sdo escassos, no entanto, L. gracilis tem sido descrita com alta atividade antimicrobiana por ter
em sua composi¢do como componente majoritario o carvacrol que associado ao timol, podem
ter a capacidade de desintegrar a membrana externa de bactérias liberando lipopossacarideos
ao ponto de resultar a morte da célula bacteriana, conforme descrito por Knowles et al., (2005).
Essa interac@o positiva pode ter relacdo com o sinergismo aonde dois ou mais agentes em
combinacdo exercem efeito inibitorio maior que cada agente isolado (CUENCA-ESTRELLA,
2004).

H4 evidéncias de que alguns componentes presentes em menor quantidade que os
compostos fenolicos, como y-terpineno e p-cimeno, interferem na atividade antimicrobiana por
também produzirem efeito sinérgico entre os demais componentes (PASTER et al., 1995).

Os Oleos essenciais em sua maioria sdo constituidos por monoterpenos e suas
combinacdes podem levar a efeitos sinérgicos, antagdnicos ou aditivos. (DUBEY et al., 2003)
e de acordo com o relato de Greay & Hammer (2011), monoterpenos interferem com a
integridade e funcionamento da membrana celular, através da mudanca de potencial da
membrana, perda de material citoplasmatico e inibi¢cdo da cadeia respiratéria, o que pode
interferir na esporulacdo dos oocistos.

O resultado encontrado com o gendtipo 201, evidencia um possivel sinergismo
responsavel pela acdo coccidicida. No presente estudo, como ja mencionado, o carvacrol € o
composto majoritdrio encontrado no genétipo 201 do 6leo essencial de L. gracilis, genétipo que
obteve LCsp 4,56mg/mL. Além disso os monoterpenos y-Terpineno € p-cimeno também sao
compostos com concentragdes altas nesse Oleo essencial e o y-Terpineno se apresentou como
composto secunddrio apenas no genétipo 201 (quadro 3). Considerando que os gendtipos 108
e 109 ndo apresentaram eficicdcia na concentracdo de 10 mg/mL, e que esses dois genotipos
citados também possuem o carvacrol como composto majoritirio € apenas 0 p-cCimeno como
composto secunddrio, percebe-se a importancia da alta concentracio do monoterpeno Y-
Terpineno (21,11%), para a a¢do sinérgica com o a alta concentra¢do do carvacrol (35,28%)
encontrada no gendtipo 201 do 6leo essencial de L. gracilis. Remmal et al., (2011) afirmam que
os efeitos encontrados em seu estudo, podem ter relacdo com o sinergismo, principalmente

relacionado ao timol que representou 27,5% da composi¢ao do 6leo essencial de Origanum
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N

vulgare (Orégano). A atividade do OE foi devido a capacidade de romper a barreira de
permeabilidade da membrana dos microrganismos, inibindo a respiracao (Remmal et al., 2011).
No entanto, no presente estudo, o timol corresponde a 5,78% do 6leo essencial de L. gracilis.

O ntimero de oocistos vidveis diminuiu significativamente a medida que havia o
aumento da concentracdo do monoterpeno, constatando assim a sua eficdcia na destrui¢dao dos
oocistos de Eimeria. Confirmando com os resultados obtidos por Remmal et al., (2011) onde
observou que o nimero de oocistos diminuiu com o aumento das concentra¢des de dois
farmacos antiparasitarios testados.

Quando expressa em relacdo a concentracdo letal 50% (LCsp), os nossos resultados
mostram que a concentracdo do monoterpeno tem sua eficiéncia em 2,4 mg/mL, isso significa
que nesta concentragdo foi possivel a destruicdo de 50% dos oocistos de Eimeria isoladas.
Achahbar et al., (2012) concluiram, em seu trabalho com frangos que 4 mg/mL de carvacrol foi
suficiente para destruir 90% dos oocistos de Eimeria por um periodo de quatros horas. Ahmad
et al., (2011), estudando a atividade fungicida do timol e do carvacrol para interromper a
biossintese do ergosterol e integridade da membrana contra Candida, demonstraram que o
carvacrol inibiu o crescimento de espécies de Candida sensiveis e resistentes ao fluconazol,
sendo que a concentragdo inibitéria minima para as espécies sensiveis variou de 75 a 90 pg/mL
e para as resistentes a concentragdo inibitéria minima variou de 75 a 100 pg/mL.

Franco (2017) analisando o efeito in vitro do monoterpeno carvacrol sobre larvas nao
ingurgitados de Amblyomma dubitatum, constatou que o percentual de mortalidade de 100%
foi obtido a partir da concentragdo de 15 mg/mL, porém sendo estatisticamente similar a

concentracdo de 7,5 mg/mL e 10 mg/mL.

3.4.8 Conclusao

Dentre os trés gendtipos testados de Lippia gracilis, apenas o genodtipo 201 teve efeito
na destrui¢cdo dos oocistos de Eimeria spp., com a concentracdo de destrui¢cdo (DCso) de 4,56
mL. Para a inibicdo da esporulacdo dos oocistos o monoterpeno Carvacrol demonstrou uma
possivel atividade coccidicida com na concentracio de inibicao (ICso) de 0,42 mL e (LCso) de

0,42 mL.
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O conhecimento atual dos potenciais efeitos anticoccidianos através da utilizacido de
Oleos essenciais ou monoterpenos, como apresentado neste estudo, pode fornecer orientagdes

para o uso de componentes naturais no controle da coccidiose.
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CAPITULO III - Avaliacio in vitro do efeito da lectina de Canavalia brasiliensis

(ConBr) em esporozoitos de Eimeria arloingi.
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Avaliacao in vitro do efeito da lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) em esporozoitos

de Eimeria arloingi.

4.1 Resumo

Eimeria arloingi é um protozodrio que causa a doenca eimeriose. E considerada um dos
parasitas endogastrointestinais mais importantes que atingem caprinos em todo o mundo,
causando prejuizos na caprinocultura. Dentro do gé€nero Eimeria, esta espécie € altamente
patogénica devido a formacao de macromerontes e lesdes intestinais graves. Nesse contexto, a
utilizacdo de produtos a base de plantas pode ser um método de controle eficaz para E. arloingi,
haja vista uma possivel resisténcia deste parasita aos farmacos anticoccidiais. Existem nas
superficies de esporozoitos do género Eimeria estruturas de glicanos que sdo reconhecidos e
podendo se ligar por lectinas. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar atividade
anti-coccidicida da lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) em esporozoitos de Eimeria
arloingi. A lectina foi diluida em NaCl 0.15 M, posteriormente foram procedidas as cinco
diluicdes seriadas com concentragdes de 1; 0.5; 0.25; 0.125 e 0.0625 mg/ml em triplicata.
Foram adicionados cerca 3.3x10° esporozoitos em cada concentraco e incubadas por 3 hs. A
viabilidade dos esporozoitos foi analisada quanto a sua motilidade e quanto a refracdo da luz
na microscopia Otica. A proteina da lectina de C. brasiliensis apresentou concentracdo letal
(LCs0) de 0,167 mg/mL (LC 95% 0,10-0,27; R2 0,67) para esporozoitos de E. arloingi. Houve
a reducdo da motilidade dos esporozoitos a medida que havia o aumento das concentracdes da
ConBr. Dessa maneira, os nossos achados sugerem que agdo da lectina esta relacionada ao
reconhecimento de glicanos presentes na superficie desses esporozoitos, no entanto, ainda ndao
foi possivel identificar. Este trabalho é o primeiro a relatar acdo de lectina vegetal em

protozodrio de pequenos ruminantes.

Palavras-chave: Eimeria arloingi; ConBr; atividade anti-coccidicida;
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In vitro evaluation of the effect of Canavalia brasiliensis (ConBr) on Eimeria arloingi
sporozoites.

4.2 Abstract

Eimeria arloingi is a protozoan that causes eimeriosis disease. It is considered one of the most
important endogastric parasites affecting goats worldwide, causing damage to goats. Within the
genus Eimeria, this species is highly pathogenic due to the formation of macromerons and
intestinal lesions. In this context, the use of herbal products may be an effective control method
for E. arloingi, and there may be a possibility of resistance of this parasite to anticoccidic drugs.
There are glycan structures on the surfaces of genus Eimeria sporozoites that are recognized
and can be activated by lectures. Thus, the aim of the present study was to evaluate the
anticoccididic activity of Canavalia brasiliensis lectin (ConBr) in Eimeria arloingi sporozoites.
One class was diluted in 0.15 M NaCl, then processed as five serial 1 dilutions; 0.5; 0.25; 0.125
and 0.0625 mg / mL in triplicates. About 3.3x10° sporozoites were used at each concentration
and incubated for 3 h. The viability of sporozoites was analyzed for motility and refraction of
light microscopy. One lectin protein from C. brasiliensis had a lethal concentration (LCso) of
0.167 mg / mL (95% LC 0.10-0.27; R? 0.67) for E. arloingi sporozoites. Sporozoite mobility
decreased as ConBr variations increased. Thus, our suggested results on the action of the
speaker are subject to the recognition of glycans present on the surfaces of these sporozoites,
however, it has not yet been possible to identify. This work is the first to report a protozoan

plant reading action of small ruminants.

Keywords: Eimeria arloingi; ConBr; anti-coccidicidal activity.
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4.3 Introducio

Eimeria arloingi € um protozodrio do filo Apicomplexa que infecta caprinos, altamente
patogénico devido a formagdao de macromerontes e lesdes intestinais graves (RUIZ et al., 2006;
SILVA et al., 2017). E é considerado um dos parasitos mais importantes na caprinocultura,
devido aos gastos com prevengdo dos animais sauddveis e tratamentos dos animais doentes
(LIMA, 2004).

O controle € realizado com farmacos anticoccidiais no entanto, ao longo dos anos com
a utilizacdo frequente e de forma incorreta, podem ser responsaveis pela selecdo de populacdes
resistentes de Eimeria tornando dificil o controle, além da contaminagdo da carne e leite do
animal pelos residuos da droga (MC EVOY, 2002; PEEK & LANDMAN, 2003). Com isso,
aumenta a necessidade de desenvolvimento de drogas que sejam alternativas e eficazes.

Os parasitas possuem moléculas na sua superficie que podem atuar como moléculas-
chaves para alvo de uma nova droga como, os glicanos. Esta molécula foi identificada na
superficie de Haemonchus contortus e possui potencial na imunomodulacdo
e imunidade protetora, como moléculas alvo para anticorpos antiglicanos ou lectinas com
efeitos antiparasitarios (PASCHINGER & WILSON, 2015; BATISTA et al., 2018).

Cavada et al., (2001) definem lectina como um grupo estruturalmente heterogéneo de
proteinas, de origem ndo imunes que sdo capazes de unir a carboidratos ou glicoconjugados
com alta especificidade. Devido suas caracteristicas e propriedades bioquimicas, as lectinas
vém sendo utilizadas em diversas pesquisas médicas e bioldgicas, com atividade antifingica
(WANG & NG 2003; WANG & BUNKERS, 2000), antibacteriana (ORD()NEZ et al. 2006) e
como antiparasitaria (BATISTA et al., 2018). Em protozoarios, a fungdo das lectinas esta
relacionada ao reconhecimento celular, aumento da adesdo 4s células do hospedeiro durante os
estagios iniciais (VIEIRA et al., 2012) e ligacdo do parasita a outras células, microrganismos
(WOOTTON et al., 2007) e tecidos, aumentando assim a viruléncia (VIEIRA et al., 2012).

Estas moléculas mediam frequentemente as interagdes entre células hospedeiras por
parasitas do filo Apicomplexa in vitro, moléculas semelhantes a lectina localizadas na
superficie dos esporozoitos (STROUT et al., 1994). A reacao das lectinas, com carboidratos na
superficie dos esporozoitos de Eimeria ja foram relatadas em E. stiedae (JOHN et al., 1999), E.
tenella (BABA et al., 1996) e E. nieschulzi (CHBOUKI e DUBREMETZ 1982; TILLEY &
UPTON 1990).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401716303521#bib0100
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/immunity
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lectin
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ConBr, € uma lectina isolada da leguminosa Canavalia brasiliensis e possui afinidade
por glicose/manose (CAVADA et al., 2001). Sua sequéncia de aminoécidos € 99% homdloga
a sequéncia de Con-A (Canavalia ensiformes) e apresenta a mesma especificidade a
glicose/manose (SANZ-APARICIO et al., 1997), mesmo sendo semelhantes estruturalmente,
podem apresentar atividades bioldgicas distintas (RAMOS et al., 2002).

A acdo antiparasitdria por lectinas vegetais ainda € pouco estudada no entanto, ja existem alguns
estudos que demonstram efeitos sobre os diferentes parasitos. Fuller & MCDolgald, (2002)
constataram que a lectina de Canavalia ensiformes (ConA) tem agdo em esporozoitos de
Eimeria tenella. E recentemente, Batista et al., (2018) verificaram acdo anti-helmintica da
ConBr, quando analisado em larvas e ovos de Haemonchus contortus.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar in vitro o efeito da lectina de
Canavalia brasiliensis em esporozoitos de Eimeria arloingi e determinar a concentragdo letal

de 50% (LCsp).

4.4 Material e Métodos

4.4.1 Purificacao da lectina C. brasiliensis (ConBr)

A lectina utilizada neste estudo foi isolada e purificada por Batista et al., (2018),
conforme descrito por Moreira e Cavada (1984) na Universidade Federal do Maranhdo, campus
de Chapadinha, no Laboratério de Biologia Estrutural e Molecular. Sementes de C. brasiliensis
foram utilizadas em forma de pé fino, moidas com auxilio de um moinho de café e as proteinas
soluveis foram extraidas a 25 ° C por agitacao continua com NaCl 0,15 M [1:10 (p: v)] por 4 h,
seguido de centrifugacdo a 10.000 x G a 4 ° C por 20 min. A purificagdo das proteinas foi
realizada pelo protocolo de cromatografia de afinidade, conforme descrito por Moreira e
Cavada (1984), utilizando uma coluna Sephadex G-50 (2 x 10 cm). Esta fracdo (lectina de C.
brasiliensis - ConBr) foi liofilizada e testada quanto a pureza por SDS-PAGE LaemmlLi (1970).

4.4.2 Preparacao de E. arloingi

A presente metodologia foi realizada no Laboratério de Parasitologia do Instituto de

Parasitologia da Justus Liebig University Gielen na Alemanha.
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Os oocistos foram obtidos a partir de fezes de caprinos infectados com cepa de Eimeria
arloingi (> 95% de pureza) isoladas em estudo desenvolvido por Silva et al., (2017), a partir do
18° dia p6s infeccao, durante cinco dias consecutivos. Os caprinos eram mantidos em condicoes
de isolamento sanitdrio no instituto supracitado. As fezes sem contato direto com o ambiente,
foram coletadas, lavadas com dgua corrente com auxilio de peneiras de inox nos tamanhos de
850 pm, 250 uym e 80 um, e deixado em baldes para sedimentar por 24 h. Depois, o
sobrenadante foi descartado, o sedimento foi misturado com solu¢ao de agucar de 1:1 e em
seguida foram transferidas para bandejas enchendo até a borda e em seguida foi colocada uma
placa de vidro por no minimo 2 h. Passado esse tempo, o vidro foi retirado e lavado, este
material retirado do vidro foi colocado na geladeira a 4 ° C por no maximo 5 dias ou até terminar
todos procedimentos de coleta.

Todo o material foi centrifugado a 2000 rpm/10 min./Brake O posteriormente colocado
em Dicromato de Potdssio a 2,5% (Hermosilla et al., 2002) e levado para ser oxigenado até que
70-80% dos oocistos estavam esporulados, fez se contagem da quantidade de oocistos por mL
com a camara de Neubauer. Em seguida, foi colocado em frascos T75 com tampa de filtro, feito

a identificacdo e levado para o refrigerador a 4°C para serem utilizados nos estudos.

4.4.3 Obtencao dos esporozoitos E. arloingi

Foi utilizado no total 3,3 x 10° esporozoitos de E. arloingi, obtidos de acordo com os
protocolos de excistacdo de oocistos de Hermosilla et al., (2002) com algumas modificacdes.
Inicialmente, foi adicionado a solucao de Hipoclorito de S6dio a 4% em 20 mL de solugdo de
oocistos, descartado o sobrenadante e o pellet foi agitado magneticamente no balde de gelo por
20 min. Em seguida, os oocistos foram misturados em um vortex por 15 s e depois centrifugado
a 1100 rpm x 5 min. O sobrenadante foi coletado e misturado com dgua destilada 1:1 e o pellet
foi centrifugado a 1700 rpm x 15 min, os oocistos estavam no pellet. Posteriormente, foi filtrado
com utilizacdo de filtro de 40 pm e 10 um, centrifugado novamente a 1700 rpm x 15 min,
depois disso foi descartado o sobrenadante e ressuspendido com 5 mL de L-cisteina estéril
HC1/0,2 M e incubado por 20 h a 37° C a 100% de COs,.

No segundo dia, os oocistos foram ressuspendido com Hank’s solu¢do salina equilibrada
(HBSS, Gibco) contendo 0.4% de tripsina (Sigma-Aldrich) e 8% bile bovina esterilizada obtida
de um talho local até 37°C a 5% de CO; atmosférico. Foi observado a cada hora os oocistos

esporulados e os esporozoitos liberados utilizando o microscépio invertido (IX81, Olympus®)
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para estimar o nimero de esporozoitos livres. Depois os esporozoitos foram lavados duas vezes
com ECGM suplementado (ECGM-PromoCell) diluido na propor¢do de 3:7 em meio M199
(Gibco); 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% soro fetal

bovino -FKS, Biochrome) e depois disso contado em camara de Neubauer.

4.4.4 Ensaio de viabilidade de esporozoitos com a lectina ConBr

A lectina foi diluida em NaCl 0,15 M e preparada na concentracdo inicial de 2 mg/mL,
totalizando 2,5 mL. Posteriormente foram procedidas as cinco dilui¢des seriadas com
concentracoes de 1; 0.5; 0.25; 0.125 e 0.0625 mg/mL em triplicata, sendo colocado em cada
eppendorf, 1 mL de NaCl 0,15 M adicionado de 1 mL das devidas concentracdes de lectinas
advindas das dilui¢des seriadas. Como controle foi utilizado NaCl 0,15 M. O restante da lectina
diluida em 2 mg/mL foi congelada a -80°C para a realizacao dos testes seguintes e ao utilizar a
lectina, esta era devidamente descongelada em temperatura ambiente.

A viabilidade dos esporozoitos foi analisada quanto a sua motilidade Fuller &
McDougald, (2002) e quanto a refracdo da luz na microscopia otica. Para isso, solucdo de
Tripan Blue (10 uL de Trypan blue; 80 mL de ECGM suplementado; 10 pL de solugdo com
lectinas e esporozoitos) foi adicionado aos esporozoitos e mantidos em contato com os parasitas
por 5 (cinco) minutos. Posteriormente foram contados com auxilio da camara de Neubauer
utilizando microscépio invertido acoplado com camera digital (IX81, Olympus®), analisados e

registrados em fotografias e videos.

4.4.5 Anadlise estatistica para os testes in vitfro da viabilidade do esporozoitos de E.

arloingi

Apds a incubacdo final a porcentagens de esporozoitos vidveis foi calculada em
comparagdo ao controle, segundo a férmula: (média de esporozoitos expostos/média de
esporozoitos controle) x 100, e a porcentagem dos esporozoitos vidveis e nao vidveis foram
determinadas para cada concentracao dos materiais avaliados. As concentracdes letais (CLso)
e inibitdrias (ICso) para 50% da populacdo foram calculadas apds transformacdo logaritmica

dos valores das dilui¢cdes, empregando o programa Graph Pad PrismVersao 6.0
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4.5 Resultados

A ConBr do presente estudo foi isolada e caracterizada por Batista et al., (2018), conforme
descrito por Moreira e Cavada (1984). O cromatograma mostrou dois picos, o primeiro (PI)
correspondendo a fragdo de proteina nao ligada e o segundo (PII) correspondendo a fragdo
protéica retida (Fig. 9A). Em SDS-PAGE, PII mostrou trés bandas ( Fig. 9B), a primeira banda
correspondendo a cadeia a (25,5 kDa), a segunda a cadeia B (14 kDa) e a terceira a cadeia y (12

kDa ) da ConBr.
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Figura 9. Purificacdo de ConBr por cromatografia de afinidade (A) Cromatograma de extrato
bruto de Canavalia brasiliensis em coluna Sephadex G-50. (B) SDS-PAGE. Pistal: Marcadores
de massa molecular (fosforilase b, 97 kDa; albumina de soro bovino, 66 kDa; ovalbumina, 45
kDa; anidrasw carbica, 29 kDa; inibidor de tripsina, 20,1 kDa e —Lactalbumina, 14,4 kDa);
Pista 2: PII

Os resultados indicam que a lectina de C. brasiliensis tem potencial coccidicida em
esporozoitos de E. arloingi, uma vez que apds 2 h de incubacdo em contato com a lectina, os
esporozoitos reduziram sua viabilidade considerando as concentracdes estudadas (0.5, 0.25,
0.12,0.06,0.03 € 0.01 mg/ml). A lectina de C. brasiliensis apresentou concentragdo letal (LCsp)
de 0,16 mg/ml (IC 95% 0,10-0,27; R? 0,67) para esporozoitos de E. arloingi (Fig. 10).
Notavelmente nenhuma diferenca na morfologia e motilidade dos esporozoitos foram
encontrados nos controles com meio de cultivo ECGM e NaCl 0.15M, visto que estas solugdes

ndo tiveram qualquer efeito na viabilidade dos esporozoitos.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-chain
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/beta-chain
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Figura 10. Efeito das concentracdes da lectina de C. brasiliensis (ConBr) na viabilidade dos

esporozoitos de E. arloingi.

Pdde ser analisado, também, por meio das menores porcentagens de esporozoitos
vidveis nas concentragdes de 0,5 e 0,25 mg/ml (35,90% e 39,40% respectivamente) e maiores
propor¢des de esporozoitos invidveis (64,10% e 60,60%). Na figura 10, a concentragdo inicial
de 0.01 mg/ml de ConBr houve a diminuicao significante na viabilidade dos esporozoitos, 1sso
se intensificou a medida que havia o aumento da concentracdo da lectina, considerando desta
forma a sua eficdcia na diminuicdo da viabilidade de esporozoitos de E. arloingi.

No presente estudo, a capacidade coccidicida da lectina foi identificada através da
inibicao da motilidade dos esporozoitos de E. arloingi e mudangas na sua morfologia, tornando-
se invidveis. No que se refere as caracteristicas morfolégicas dos esporozoitos de E. arloingi
apds serem expostos a lectina, e em seguida ao Trypan Blue (Sigma Aldrich ®) responsavel
pela coloracdo de esporozoitos vidveis, podemos observar que a parede do esporozoitos se
manteve incolor para esporozoitos vidveis e com movimento de motilidade constantes com
tor¢cdo circular (Fig.11A), enquanto os esporozoitos invidveis tinham como principais
caracteristicas a diminui¢ao da sua motilidade, com apenas raros movimentos deslizante e com

sua membrana interna escura (Fig.11B). Nao houve aglutinacio nos esporozoitos.
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Figura 11: Esporozoitos de Eimeria arloingi apdés contato com lectina de Canavalia
brasiliensis. Esporozoitos vidveis (A) e na figura B, esporozoitos invidveis de acordo com sua
motilidade e morfologia. Nas figuras C e D estdo representados de forma mais visiveis as

caracteristicas morfolédgicas. (Fonte: proprio autor)

4.6 Discussao

A coccidiose é uma doenga economicamente importante foi relatada na Europa, Africa,
América e Asia (REHMAN et al., 2011; CHARTIER & PARAUD, 2012). Os coccidios sdo um
grupo de parasitas protozodrios que infecta gado, cabras, ovelhas e muitas espécies de animais.
Dentre as espécies que atingem os caprinos, a Eimeria arloingi é uma das mais patogé€nicas
(VIEIRA, 2005) e a utiliza¢do de plantas com eficdcia terapéutica que muitas plantas medicinais
possuem, sendo muitas vezes usadas ndo s6 para tratamento, como também para a prevencao
de doencgas parasitarias (MELO et al., 2017).

Iordache et al., (2015) retratam que, lectinas sdo proteinas quem tem papéis biolégicos
distintos, como identificacdo de carboidratos, atuam como sinalizadores célula-célula,
comunicacdo cé€lula-hospedeiro, citotoxicidade. No entanto, poucos estudos sobre agentes
antiprotozodrios de pequenos ruminantes, com materiais a base de plantas foram realizados,

tampouco com a utilizagcdo de lectinas em parasitas do género Eimeria.
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No unico trabalho disponivel na literatura sobre a acdo de lectinas em esporozoitos de
Eimeria em aves (FULLER & MCDOLGALD, 2002), foi estudado in vitro 19 lectinas
vegetais em esporozoitos de E. fenella (Eimeria de frangos), em concentracdes decrescentes
de 500pg/ml a 25pug/ml. Dentre as 19 lectinas testadas, as lectinas Lens culinaris (lentilha), que
contém sitios de ligagdes especificos de manose e Canavalia ensiformes (Con-A),
popularmente conhecida como feijdo-de-porco, tiveram efeitos se ligando a superficie dos
esporozoitos e com a ocorréncia de aglutinacdo, sendo que a lectina Con-A na concentragdo de
25pug/ml foi mais ativa no processo da aglutinacdo dos esporozoitos. No nosso estudo, a
intensidade de ligag¢@o ndo se correlacionou com a concentracio de lectina ConBr, necessaria
para aglutinar esporozoitos de E. arloingi.

No que diz respeito a interacdo lectina-protozodrio, lordache et al., (2015) em seu
trabalho aponta que a patogé€nese de protozodrios parece estar correlacionada com suas
propriedades de superficie, como revelado por interacdes com lectinas. Na qual, ligacdo de
lectinas com alguns acucares nos protozodrios poderia causar interferéncia em processos
quimicos ou bioldgicos que eventualmente levam a morte desses parasitas (ENDRIGA et al.,
2005).

Os glicoconjugados sdo importantes na interacao célula-célula e estio constituintes das
células da superficie de parasitas, atuando como 4rbitros em importantes interacdes parasita-
hospedeiro, como localizacdo e penetracdo celular (JACOBSON & DOYLE, 1996). E as
lectinas servem como ferramentas importantes na detec¢do e descri¢do de glicogonjugados nas
superficies celulares.

Nos resultados de Fuller & Mcdolgald, (2002) realizado em esporozoitos de
Eimeria tenella mostram que uma grande variedade de lectinas se liga a superficie dos
esporozoitos e estruturas internas a superficie e o carboidrato ligado a membrana intracelular
deste parasito. Na qual E. fenella tem uma superficie complexa que pode ter muitos sitios de
importancia na localizacdo e ligacdo para estas lectinas. Para esporozoitos vidveis ou vivos os
autores do mesmo estudo, sugerem que existem baixos ndmeros de glicoconjugados
particulares na superficie do esporozoito, ou que certos glicoconjugados ndo sdo tdo
estruturalmente importantes quanto aqueles que participam da aglutinagao.

Desta forma, a utilizagao de lectina aplicada em estudos com parasitas t€ém demonstrado
significativo aumento da sua importancia e alcangando avancos e expansdao. Em estudo

realizado por Cavalcante et al., (2011) foi apresentado que a lectina de C. brasiliensis (ConBr)
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tem efeitos inibitdrios contra bactérias planctonicas Streptococcus mutans. Esta mesma lectina
in vivo mostrou atividade protetora contra Leishmania amazonensis (BARRAL-NETTO et al.,
1996) e atua in vitro na inibicdo do desenvolvimento de Haemonchus contortus, como foi
observado por Batista et al., (2018). Andrade e colaboradores (1999), revelam que a ConBr é
capaz de induzir a producdo de 6xido nitrico, sabendo que o 6xido nitrico atua nas atividades

antitumorais e antiparasitdrias.

4.7 Conclusao

A lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) teve efeito significativo quando analisado
sobre a viabilidade dos esporozoitos de E. arloingi, apresentando eficiéncia sobre os
esporozoitos na concentragdao de inibicdo ICso 0,16 mg/mL e com alteragdes visiveis nas

caracteristicas morfologicas.
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