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Resumo

As plantas tém sido estudadas para uso no combate aos causadores de diversas
doencas, pois ao longo de milh6es de anos foram desenvolvendo suas proprias defesas
guimicas, por serem submetidas a diversos fatores de estresse em seu ambiente. Elas
expressam uma variedade de proteinas tdxicas, que conferem resisténcia contra herbivoros
e patégenos, e que vao atuar de maneiras variadas sobre esses predadores e patégenos.
Nesse contexto surgiu o interesse do nosso grupo no estudo do uso das fracfes proteicas e
6leo de mamona no combate a parasitos e vetor de diversas doengas. As sementes de
mamona (Ricinus communis) foram trituradas e desengorduradas e as proteinas
solubilizadas em agua (1:1). O extrato proteico foi submetido & cromatografia de filtracdo em
gel (Sephadex G-50) e trés fracdes proteicas foram isoladas. A acdo antiparasitaria de todas
as fracOes foi testada e dados promissores foram obtidos para a fragdo de baixo peso
molecular (FBPM). Para os ensaios de citotoxidade, células LLCMK2 n&o infectadas ou
infectadas por Trypanosoma cruzi e Toxoplasma gondii foram empregadas. FBPM promoveu
reducdo de 50% da populacdo de T. cruzi na concentracdo de 10 ug / mL e diminuiu a
infecgcdo por T. gondii em 49% na concentragdo de 15 pg / mL. J& em Leishmania
amazonensis nao apresentou efeito na concentracdo de 10 ug / mL. FBPM foi submetida a
cromatografia de fase reversa (C-18 —HPLC) e o pico majoritario foi isolado. A composicao
em aminodacidos deste pico foi determinada e a investigacdo da estrutura primaria foi
realizada por sequenciamento automatico e por espectrometria de massas. O N- terminal da
proteina estava blogueado, impedindo o sequenciamento por essa extremidade. A proteina
também n&o foi ionizada nas condi¢des testadas, MALDI ou por Eletron spray, impedindo
portanto 0 sequenciamento por massas. Os componentes proteicos e o 6leo de mamona
foram testados contra larvas de terceiro estagio de Aedes aegypti (cruzamento entre as
linhagens Rockfeller e Campo). Dos componentes proteicos, somente o de maior peso
molecular, fragdo enriquecida em ricina, e em altas concentracdes (83 uM), mostrou acéo
larvicida. O 6leo de mamona e o0 seu principal componente, &cido ricinoleico, na
concentragdo 3,15 mM impediu o desenvolvimento de larvas do mosquito Aedes aegypti.
Em conclusdo, componentes proteicos e acido ricinoleico, podem ser alternativas para o

combate de parasitas e contra o desenvolvimento de larvas de Aedes aegypti.

Palavras Chaves: Ricinus communis, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii,

Leishmania amazonensis e Aedes aegypti.
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Abstract

The plants have been studied for use in combating the causes of various diseases,
because over millions of years they have been developing their own chemical defenses once
they are subjected to various stress factors in their environment. They express a variety of
toxic proteins, which confer resistance against herbivores and pathogens, and which will act
in many ways on these predators and parasites. In this context, the interest of our group
arose in the study of the use of protein fractions and castor oil in to combat parasites and
vectors that cause various diseases. Castor seeds (Ricinus communis) were ground and
delipidated. The proteins were solubilized in water (1: 1 w/v). The protein extract was
subjected to gel filtration chromatography (Sephadex G-50) and three protein fractions were
isolated. The antiparasitic action of every fraction was tested and promising data were
obtained for the low molecular weight fraction (FBPM). For cytotoxicity assays, uninfected
and infected LLCMK2 with Trypanosoma cruzi and Toxoplasma gondii were employed.
FBPM caused the reduction of 50% of T. cruzi at concentration of 10 ug / mL and reduced T.
gondii infection in 49% at concentration of 15 Mg / mL.
In Leishmania amazonensis, there was no effect on the concentration of 10 ug / mL. FBPM
was subjected to reverse phase chromatography (C-18-HPLC) and the major peak was
isolated. The amino acid composition of this peak was determined and the investigation of the
primary structure was performed by means of automated sequencing and by mass
spectrometry. The N-terminus of the protein was blocked, what did not allow N-terminal
endpoint sequencing. The protein was not ionized under the conditions tested, MALDI or by
Electron spray, thus impairing mass sequencing. Protein and castor oil fractions were tested
against the third stage larvae of Aedes aegypti (crossing between Rockefeller and field-
caught strains). From total proteins, only the one of higher molecular weight, the fraction
enriched with ricin and at high concentrations (83 uM) showed larvicidal action. Castor oil and
its main component, ricinoleic acid, at 3.15 mM negatively affected the development of larvae
of the Aedes aegypti mosquito. In conclusion, protein components and ricinoleic acid may be

alternatives for the control of parasites and Aedes aegypti larvae.

Keywords: Ricinus communis, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Leishmania

amazonensis and Aedes aegypti.
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1. Introducdao

As plantas competem por espaco e se defendem do ataque de herbivoros e
patégenos, para sobreviver e evoluir. Ao logo de milhdes de anos, elas foram
desenvolvendo suas proprias defesas quimicas (Simas et al., 2004). Por essa, entre
outras razdes, a constituicdo quimica das plantas é tdo complexa, e € o porqué de
muitas plantas sintetizarem substancias que vao atuar de maneiras variadas sobre
seus predadores. Essas substancias podem ser extraidas da casca, do caule, das
folhas e dos frutos de diversas plantas (Barreto, 2005).

O sistema imune inato da planta constitui o primeiro mecanismo para a luta
contra 0s agentes patogénicos que a invadem (Ferreira & Pinto et al., 2010).
Compostos como metabdlitos secundarios, peptideos antimicrobianos (AMPSs), entre
outros desempenham um papel-chave na defesa contra microrganismos, utilizando
diversos modos de acédo (Broekaert et al., 1995; Garcia-Olmedo et al., 1995; Ng, 2004;
Portieles et al., 2006).

Alguns estudos ja foram realizados utilizando plantas variadas com o objetivo
de se analisarem os efeitos antiparasitarios, inseticida e fungicida de proteinas e
peptideos. Nascimento (2004) relatou que o peptideo Rc-Knotin, extraido de sementes
de Ricinus communis (mamona), inibe a atividade enzimatica da a-amilase salivar e
da a-amilase de insetos Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus. Ja Lelis
(2012) mostra os efeitos dos extratos obtidos de Ottonia frutescens e Trigynaea
oblongifolia que inibiram a ovoposicao de fémeas do mosquito Aedes aegypti. Em
2015, Silva et al. relataram o uso da torta de Ricinus communis como inibidor de
tripsina (RcTI) agindo no controle da germinacdo do fungo fitopatogénico
Colletotrichum gloeosporioides. Em 2011, Rondon et al. testaram fragbes de Aloe
vera, Coriandrum sativum e Ricinus communis em etil acetato, cloroférmio e metanol
contra Leishmania. A fracdo de acetato de etila de R. communis apresentou 0s
melhores resultados. Esta fracdo foi altamente eficaz contra promastigotas e

amastigotas de Leishmania infantum.
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1.1. Mamona (Ricinus communis)

A mamona € uma oleaginosa da familia das Euforbidceas (Figura 1) (Barros
Junior et al., 2008), que se originou possivelmente na Etiopia, mas isso ndo é bem
defenido, sendo assim relatada ora como asiatica, ora africana ou até americana
(Silva et al., 2007). Ela € uma planta de clima tropical, necessitando de pelo menos
600 mm/ciclo de pluviosidade, e altitude de pelo menos 300 m, e seu étimo ecolégico
€ de 650 m de altitude (Amorim Neto et al., 2001; Tavora, 1982). Sua disseminacao
pelo mundo é favorecida por ser uma planta rustica, assim em lugares de baixa
precipitagdo pluvial (Barros Junior et al., 2008) ela consegue alcancar elevada
produgéo de biomassa (Coscione & Berton, 2009). No Brasil, a mamona foi introduzida
pelos portugueses, e hoje se encontra em todo territério nacional por sua toleranciaa
seca (Beltrao & Cardoso, 2004).

Figura 1- Mamona (Ricinus communis) (Disponivel em: https://www.embrapa.br/algodao/busca-de-
imagens/-/midia/1801001/mamona acesso em: 13/12/2017)

No processamento das sementes (Figura 2) da mamona € extraido o 6leo, cujo
teor varia de 45% a 50%, sua composicao se baseia em 98% de triacilglicerdis, onde
0 majoritario € o composto por acido ricinoleico, os outros 2% sdo compostos
insaponificaveis ou minoritarios onde se encontram esterodis e tocoferdis (Berman,
2011; Freitas, 2011). A tabela 1 apresenta a composi¢cado em acidos graxos do 6leo de
ricino e 6leo de soja, para a comparacdo. Atraves de cromatografia gas-liquido em
6leo de ricino (mamona) podem ser observados em trés picos sendo 1,7% de acido
palmitico, 15,9% de acidos C18 (estearico, acidos oleico e linoleico) e 82,4% de &cido
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ricinoleico (Kato & Yamaura, 1970). Como descrito acima, o triacilglicerol do acido
ricinoleico (12-OH 9-C18:1) é o mais abundante nesse 6leo, apresenta 18 carbonos,
com uma instauragéo cis no Co € uma hidroxila no Ci2 (Achaya et al. 1964). Baseado
nesse fator, nosso estudo focou no 6leo com todos os constituintes e também no &cido
ricinoleico individualmente, pois queriamos averiguar se e a acao téxica desse 6leo

sobre insetos, esta diretamente relacionada a presenca deste 4cido graxo.

Figura 2- Sementes de Ricinus communis (mamona) (Disponivel em;
https://acasatorta.wordpress.com/2008/08/06/ricina/ acesso em: 29/06/2016).

Tabela 1- Composi¢@o em acidos graxos do 6leo de ricino e éleo de soja

89,5 =

03 4,52
4,2 55,26
3,0 23,61
1,0 3,96
1,0 12,66
0,7 -

Nesse mesmo processamento das sementes um co-produto € gerado, a torta.
Este co-produto é rico em proteinas com propriedades alergénicas e tdxicas em sua
estrutura, o0 que torna esta planta resistente a pragas (Lima, 2011). Nas sementes e
no pélen encontra-se um grupo de glicoproteinas denominado complexo CB-1A -
Castor-bean allergen, uma mistura de proteinas de peso molecular de 10 e 18 kDa
gue apresentam propriedades alergénicas, sendo pertencentes a familia das
albuminas 2S. Ja nas folhas e frutos encontramos o alcaldide volatil ricinina, enquanto

as sementes contém também a proteina ricina com peso molecular acima de 35kDa,
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gue € altamente toxica (Lorenzi et al., 2011; Godoy, 2009; Felix et al., 2008). Além
destes compostos, peptideos (< 10 kDa) também ja foram identificados (Nascimento,
2002). E com relacédo a porcéo proteica da torta, nossos estudos focaram nesses
peptideos.

Como descrito anteriormente, as propriedades de Ricinus communis tem sido
exploradas em estudos contra agentes causadores de doencgas ou vetores de

agentes causadores de doencas.

1.2. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um protozodrio parasita (Figura 3) intracelular
obrigatoério, pertencente a familia Sarcocystidae, que infecta humanos e outros
animais. T. gondii é causador da doenca infecciosa chamada toxoplasmose, uma
zoonose altamente disseminada, com taxas de prevaléncia variaveis entre 20 a 90%,
na populacdo humana, nas diversas partes do mundo (Amendoeira & Camillo-Couro,
2010).

OOCISTO IMATURO 0OOCISTO MADURO TAQUIZOITOS

NAO ESPORULADO ESPORULADO

Figura 3- Formas do parasito durante a evolugdo (Disponivel em: http://resumao-
€02.blogspot.com.br/2011/08/toxoplasmose.html acesso em 29/06/2016).

O homem pode adquirir a infeccao por trés vias: ingestao de oocistos provenientes
do solo ou liquidos bebiveis contaminados com fezes de gatos infectados; ingestéo
de carne crua e mal cozida infectada com cistos, especialmente carne de porco,
carneiro e por intermédio de infec¢do transplancentéria. Esta ultima pode ocorrer em
40% dos fetos de maes que adquiriam a infeccdo durante a gravidez (Dubey &
Jones, 2008).

A toxoplasmose apresenta um quadro clinico variado, desde infeccdo
assintomética a manifestacdes sistémicas extremamente graves, podendo causar
encefalite, retinite, miocardite e a toxoplasmose disseminada (Cantos et al., 2000),
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podendo levar a morte.

Os mais acometidos por essa doenca sao pacientes portadores da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida, transplantados ou com neoplasias (Trovao et al., 2013)
e fetos (Figueir6-Filho et al., 2005).

Os medicamentos utilizados no tratamento da toxoplasmose sao
espiramicina, pirimetamina, sulfadiazina, porém estes apresentam graves efeitos
colaterais. A sulfadiazina acarreta risco de ictericia que pode levar a lesédo cerebral e
morte devido ao acumulo de bilirrubina no cérebro do neonato, assim ndo deve ser
usada no terceiro trimestre da gravidez. Sulfadiazina e pirimetamina produzem
bloqueio em sequéncia do metabolismo do &cido folico, e em altas doses,
pirimetamina causa deplecdo do acido félico e supressdo medular que pode se
manifestar como anemia megaloblastica, leucopenia, trombocitopenia e pancitopenia
(Amendoeira & Camillo-Couro, 2010; Tuon, 2012).

1.3. Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi é o agente etioldégico da doenca de Chagas a qual atinge
cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, em sua maioria na América
Latina (World Health Organization (WHO, 2017). T. cruzi € transmitido ao hospedeiro
vertebrado através das fezes de triatomineos (barbeiro) durante o repasto sanguineo
(Figura 4), quando a formas infectivas penetram no orificio da picada ou nas
ranhuras causadas pela coceira ap0s a picada do inseto (Coura, 2010). Outra forma
de infeccao € por via oral através do consumo de acai e cado-de-cana, que tem sido
mais estudada nos ultimos 14 anos por conta da crescente ocorréncia de surtos em

diversos estados brasileiros (Ferreira et. al. 2014; Sousa et. al. 2015)

18



Figura 4 — Barbeiro: inseto vetor da doenca de Chagas (Disponivel em:
http://www.insecta.ufv.br/Entomologia/ent/disciplina/ban%20160/Importancia%20medica/INSETOS%?2
0E%20%E7CAROS%20DE%20IMPO~de.htm acesso em: 27/07/2016).

No hospedeiro vertebrado, T. cruzi circula pelo sangue como tripomastigota e
invade diferentes células, dentro das quais pode se converter na forma amastigota e
se multiplicar, principalmente nos tecidos cardiaco e digestivo (Coura, 2010). J& sua
forma epimastigota esta presente no intestino do seu vetor, o barbeiro. NaFigura 5

podem ser observadas as trés principais formas desse agente etiologico.

(-
L00lmm

—_—
010mm

epimastigota amastigota  tripomastigota

Figura 5 - Formas do Trypanosoma cruzi encontradas no barbeiro (epimastigota) e nos hospedeiros

vertebrados (amastigota e tripomastigota) (Disponivel em: http://slideplayer.com.br/slide/363448/
acesso em 27/07/2016).

Nifurtimox e benznidazol séo os farmacos mais usados no tratamento da doenca,
utilizados principalmente no tratamento de pacientes agudos e crbnicos recentes,
possuindo baixa eficicia na fase cronica da infec¢cdo. O Benznidazol por exemplo,

possui efeitos colaterais como reagcdes na pele; ndusea; formigamento ou sintomas
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de inflamagdes nos nervos; dor de cabeca; vertigem; fadiga; alteragcbes no sangue,
sendo algumas vezes necesséria a sua suspensdo. Além disso, ndo pode ser usado
no primeiro trimestre de gravidez; mulheres em fase de lactagcdo; pessoas com
afeccdo neuroldgica; problemas no sangue; insuficiéncia do figado; insuficiéncia dos
rins (Jackson et al., 2010; APT, 2010).

1.4.Leishmania amazonensis

Leishmania amazonensis € um dos protozoarios responsaveis pela leishmaniose,
causando de infec¢cbes cutaneas autolimitadas a leishmaniose cutanea difusa,
mucocutanea e visceral, dependendo da espécie. Ela é transmitida por insetos
vetores hematéfagos infectados, flebotomineos (Figura 6) e atinge de 700.000 a 1
milh&o de pessoas no mundo e ocorrem de 20.000 a 30.000 mortes anualmente
(Chang et. al. 1985; WHO, 2018).

Figura 6 - Flebotomineo, vetor da leishmaniose (Disponivel em:
http://www.faperj.br/?id=816.2.2 acesso em: 27/07/2016).

As formas infectivas dos protozoarios de amazonensis sdo 0s promastigotas
metaciclicos. Elas séo fagocitadas pelo macréfago, onde se diferenciam em
amastigotas. Os amastigotas, entdo, proliferam por divisdo celular binaria até
romperem o macréfago e poderem infectar novas células (Chang et. al. 1985). Na

Figura 7 podem ser observadas as formas desse agente etioldgico.
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Figura 7- Estrutura da Leishmania, parasito causador da doenca leishmaniose (Disponivel em:
https://pt.dreamstime.com/ilustrao-stock-estrutura-de-leishmania-image54254041 acesso em
27/07/2016).

O controle dessa doenca tem sido dificultado pela auséncia de vacina, além das
limitacOes relacionadas ao principal tratamento farmacologico, com antimoniais, que
sdo toxicos e podem apresentar eventos adversos como inducdo de arritmias
cardiacas. A dose de antimbnio e o tempo de tratamento dependem da forma clinica
e em alguns casos, 0s pacientes sO evoluem para cura apos a tentativa de varios
esquemas terapéuticos. E contra-indicado o uso por mulheres gravidas nos dois
primeiros trimestres, doentes com insuficiéncia hepatica, renal e naqueles em uso de

drogas anti-arritmicas (Croft et. al. 2006).

1.5. Aedes aegypti

Aedes aegypti € o mosquito (Figura 8) transmissor da dengue, febre amarela, zika
(essas trés do género Flavivirus, familia Flaviviridae) e chikungunya (familia
Togaviridae), sendo o principal vetor em todo mundo (Camara et al. 2007; Al-Abdely,
2016). Esse mosquito tem seus habitos de vida (alimentacdo hematofagica, habitat)
associados a habitos humanos (Christophers, 1960). Sua eficacia esta ligada a seu
comportamento e capacidade de sobrevivéncia, incluindo a colocagdo de ovos em
uma grande variedade de recipientes e a resisténcia desses ovos a dessecacao
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(Otero et al., 2006). Devido as condicdes climaticas, as areas tropicais e subtropicais,

favorecem o desenvolvimento desse inseto (Villar et al., 2015).

Garilton Vieica / 1I0C

Figura 8 - Mosquito Aedes aegypti, responsavel pela transmisséo do virus da dengue (Disponivel

em: http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/ acesso em: 29/06/2016).

Sobre as doengas transmitidas por esse vetor:

Dengue

Compreende quatro sorotipos de virus (DENV 1-4) (Guzman & Harris, 2015),
sendo uma doencga que causa mais de meio milhdo de hospitaliza¢cées por ano, com
taxas de mortalidade entre 1% e 5% (Wilder-Smith et al., 2010), além de atribuir uma
carga econdmica grande para os sistemas de saude dos paises endémicos (Suaya et
al., 2009). A dengue é considerada endémica em mais de 100 paises com uma
estimativa de que quase 3 bilhdes de pessoas vivem em areas de risco. Sendo assim
h& uma necessidade de testes de diagndstico de dengue eficientes e baratos (Peeling
et al., 2010).

As formas clinicas principais da dengue séo: Dengue Classica (DC), Dengue
com complicacdes (DCC) e Febre Hemorragica da Dengue (FHD), podendo evoluir
paraa forma mais grave que € a Sindrome do Choque da Dengue (SCD), podendo
levar a morte (Dias et al., 2010). Entretanto, a maioria das infec¢des por dengue sao
assintométicas ou causam sintomas leves, que se caracterizam por febre
indiferenciada com ou sem erupcdo cutanea. A infeccdo por um sorotipo induz

imunidade duradoura contra a reinfeccdo pelo mesmo sorotipo, mas protecao
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transitoria e parcial contra infeccdo com outro sorotipo (Peeling et al., 2010).

Foi produzida e licenciada uma vacina, CYD-TDV, contra dengue no México, nas
Filipinas e no Brasil (Harapan et. al. 2016). Essa vacina esta ligada diretamente ao
risco de adquirir a doenca da dengue grave, que leve a hospitalizacdo em criancas,
portanto ndo é recomendada para uso em menores de 9 anos de idade. Mesmo que
CYD-TDV possa ser utilizada durante um surto, como uma forma estratégica de
controle da dengue, ela néo foi estudada para atuar nesse momento em especifico.
Portanto ndo € esperado que a vacinagao tenha um impacto de grande significado

durante o surto (WHO, Immunization, Vaccines and Biologicals, 2016).

Febre amarela

Endémica na Africa e América do Sul, pode causar infeccdes que levam a
guadros clinicos de sindrome severa com hemorragia e indices de mortalidade entre
20%-50%. (Monath, 2012; Barrett & Higgs, 2007). Estima-se 200.000 casos clinicos
de febre amarelas por ano, 30.000 deles levando a Obito. Ndo existe uma droga
antiviral para essa doenca e ter a vacina disponivel € importante (WHO, 2013).

Os Estados Unidos, Franca, China e Russia fabricam a vacina viva atenuada
17D-204. Ja no Brasil a vacina é fabricada usando a sub-cepa 17DD (Feguson et. al.
2009; Marchetti, 2016).

Zika

Esse virus foi descoberto ha 69 anos na Africa transmitido através de vetores
artrépodes, mosquitos do género Aedes de multiplas espécies, mais comumente
Aedes aegypti, que é amplamente distribuido em varios continentes (Petersen et al.
2016). O virus também pode ser transmitido sexualmente (Foy et al. 2011). Os
sintomas de uma infecgcao leve sdo erupcao cutanea, febre, artralgia, conjuntivite e
sem mortalidade (Duffy et al. 2009)

No Brasil o aumento da taxa de microcefalia tem sido associado ao surto do
virus Zika (Zanluca et al. 2015). Esse virus tem estado descrito na placenta de
mulheres gravidas, no liquido amnidtico, no sangue e também dentro do cérebro de
fetos microcefalicos. Esse virus também é capaz de infectar e causar a morte de
células-tronco neurais (Sarno et al. 2016; Calvet et al. 2016; Oliveira Melo et al. 2016;
Martines et al. 2016; Mlakar et al. 2016; Tang et al. 2016).
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Os medicamentos usados contra o virus Zika ndo sao especificos, mas sao
receitados mediante os sintomas que a pessoa infectada apresenta. Estudos tém
sido desenvolvidos com uma variedade de candidatos a vacina contra esse virus (Al-
Abdely, 2016).

Chikungunya

E uma doenca causada por um alfavirus da familia dos arbovirus que foi relatado
pela primeira vez durante um surto na Tanzania em 1952-1953 (Robinson, 1955;
Ross, 1956). Os sintomas dessa doenca geralmente séo febre, erupcdo cutanea e
artralgia. A sua forma mais grave estd associada a encefalopatia, encefalite,
miocardite, hepatite, faléncia multiorganica e morte. Os recém-nascidos, criancas
pequenas, idosos e pessoas com histérico de doencas pré-existente (doencas
cardiovasculares, neurolégicas, disturbios respiratorios ou diabetes) correm maior
risco de manifestar esse estagio mais grave (Schwartz & Albert, 2010; Weaver et al.
2012). A vacina contra o virus da chikungunya ainda nédo é licenciada. Estudos para

melhorar os candidatos a vacina tém sido realizados (Smalleya, et al. 2016).

No momento a forma mais usada no combate as doencas citadas acima, tem
sido o controle do vetor. Ele é feito através da eliminacdo dos potenciais criadouros
dos mosquitos vetores com aplicacdo de larvicidas (diflubenzuron, novaluron,
pyriproxyfen) em depodsitos de agua de consumo e uso de inseticidas
(lambdacialotrina, malathion) para as formas adultas. Porém os problemas do uso
desses larvicidas e inseticidas incluem o surgimento de popula¢cées de mosquitos

resistentes a esses produtos, fazendo com que percam sua finalidade (Barreto, 2005).

1.6. Resisténcia

A populacdo de seres da mesma espécie que perdeu sua susceptibilidade as
drogas usadas contra ela é tida como resistente pela Organizacdo Mundial de Saude
(Who, 2018).
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Os tratamentos com larvicidas, inseticidas e medicamentos, contra parasitos e
o vetor causadores de doencas relatados acima, apresentam caracteristicas
prejudiciais a saude. Além disso, nos deparamos com a resisténcia desses parasitos
e vetor a varias classes de drogas, larvicidas e inseticidas usadas para combaté-los
(Mejia et al. 2012; Diniz et al. 2014). Isso implica na necessidade de se identificarem
Novos compostos com acédo inseticida e microbicida. O uso de compostos vegetais,
com mecanismos de acgéo totalmente elucidados, pode contribuir para o controle de
varias doencgas, sem causar tantos danos ao meio ambiente e aos organismos
infectados.

As plantas por possuirem uma grande quantidade de substancias em sua
composicao, tém sido estudadas para uso no combate aos causadores de diversas
doencas, o que as torna capaz de atingir contra uma gama maior de agentes
patogénicos (Simas et al., 2004; Barreto, 2005). Nesse contexto, houve o interesse
do nosso grupo em investigar as fracbes proteicas e 6leo da mamona (Ricinus
communis), os quais tém diversas aplicabilidades no mercado, em uma nova fungéo,
que € o combate aos parasitos e/ou vetores de doencas tropicais. Para tal
utilizaremos as propriedades toxicas e alergénicas da mamona, que vem sendo
estudadas apenas com a finalidade de amenizar ou extinguir esses efeitos nos
trabalhadores que a manuseiam em seu dia-a-dia € em pessoas num geral que
desenvolvem alergia a essa planta. A descoberta de uma nova forma de uso dessas
substancias, produzidas por essa planta, podera contribuir no combate desses

patogenos.

2. Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia no uso dos componentes proteicos e do 6leo extraidos e
isolados das sementes de mamona (Ricinus communis), contra parasitos

(Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e Leishmania amazonensis) e o vetor Aedes

aegypti.
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Objetivos Especificos:

e Extrair e purificar as fragcdes proteica e o 6leo de Ricinus communis;

e Testar as fracfes (principalmente a fragdo peptidica) contra os parasitos Leishmania
amazonensis, T. gondii e T. cruzi;

e Testar a toxidade das fraces e o 6leo (principalmente o acido ricinoleico)
contra as larvas do mosquito;

e Caracterizar a (s) fracdo (s) de interesse quanto a sua estrutura quimica.

3. Material e Métodos

3.1.Obtencéo das sementes e do oleo

O d6leo das sementes de Ricinus communis nos foi fornecido pela Embrapa
Algodédo “Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)” - Campina
Grande, Paraiba, onde foi extraido por prensa e centrifugado, sem nenhum

procedimento quimico de purificacéo.

3.2.Obtencao das sementes

As sementes de Ricinus communis foram fornecidas pela “Empresa Brasileira de
Pesquisa e Agricultura (Embrapa)” — Campinas, Sao Paulo.
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3.3.Extracao de proteinas da semente de Ricinus communis

As fracdes da semente da mamona foram extraidas de acordo com a metodologia
descrita por Thorpe et. al. (1988) com adaptacdes feitas por Machado et al. (1992).
As sementes (200 gramas) de mamona foram descascadas e maceradas, na
presenca de nitrogénio liquido. A massa resultante (125,34 gramas) foi adicionado
626,7mL de tampao fosfato 0,2 M pH 7,0 (5mL para cada 1g de semente macerada)
sob agitacdo por 3 h (a temperatura ambiente). O homogenato foi centrifugado a
10.000 x g por 15 minutos (a 4°C). O material foi filtrado para retirar todo sedimento
e lipideos, que foram descartados posteriormente. Ao sobrenadante foi adicionado
sulfato de amdnio até 90% de saturagdo. O material foi mantido durante 21 h sob
agitacdo a 4°C. O homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por 20 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado contendo as proteinas de interesse foi
recolhido e dissolvido em H20 (1ImL para cada 1g de semente macerada). Em
seguida foi feita uma nova centrifugacdo (11.470 x g por 15 minutos), o

sobrenadante foi recolhido e armazenado na geladeira.

3.4.Cromatografia de exclusdo molecular

Para separacao das fracOes proteicas presentes no extrato obtido, foi realizada
uma filtragdo em gel utilizando resina Sephadex G-50 equilibrada em TFA 0,1%. As
amostras foram eluidas com TFA 0,1% utilizando um fluxo de 1,0 mL/min e fragbes
de 1 mL foram coletadas.

Apés a obtencao do material proveniente da filtracdo em gel, foi realizada uma
andlise dos tubos a 220 nm (PG instrumentLtd — Modelo T70 UV/VS) e as fracdes
proteicas (Fl, Fll e Flll) foram separadas (Machado et al., 1992).
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3.5.Cromatografia de fase reversa utilizando sistema de alta eficiéncia
(HPLC)

A fracdo de baixo peso molecular que € a de nosso maior interesse foi
submetida a um novo processo de purificacdo através de uma cromatografia liquida
de fase reversa (coluna C18), com fluxo de 0,7 mL/min., sendo a fase mével A (TFA
0,1%) e fase movel B (TFA 0,1% + ACN 40%). O peptideo majoritario isolado foi seco
em centrifuga a vacuo (Speed- Vac, Savant — Modelo SC1110), e armazenado para

analises futuras. Durante a eluicdo empregamos o gradiente descrito abaixo.

TEMPO (MIN.) CONCENTRACAO DE B (%)

0.01 0

5.00 0

7.00 15

10.00 15

13.00 45

18.00 45

20.00 50

23.00 50

25.00 52

28.00 52

40.00 80

43.00 80

45.00 0

65.00 INTERRUPCAO

3.6.Dosagem de proteinas

A determinacao da concentracdo de proteinas das amostras em estudo foi feita
pelo método de BCA - Acido Bicinconinico (Smith, et al, 1985), sendo utilizada a BSA
(albumina sérica bovina) como padrdo. As leituras foram realizadas em um

espectrofotdmetro modelo UV-VIS Spectrophotometer Shimadzu, a A 565 nm.
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3.7.Sequenciamento de N-terminal e composicédo de aminoacidos

A fragc&o de interesse foi submetida ao sequenciamento N-terminal utilizando o
sequenciador de aminoéacidos (PPSQ-33, Shimadzu). Foi empregada a metodologia
desenvolvida por Edman (1950). O processo de degradacdo de Edman é ciclico onde
os residuos de aminoacidos sdo clivados um a um (a cada ciclo) a partir da
extremidade N-terminal da proteina e s&o identificados como derivativos
feniltioidantoinas (PTH-AA). Cada ciclo é dividido em trés etapas: acoplamento do
fenil-isotiocianato (PITC) como residuo amino-terminal; clivagem do residuo amino-
terminal via ciclizacdo em meio 4cido; converséo do derivativo aminoacido-tiazolinona

(AA-AZT) formado para um derivativo mais estavel, a aminoacido-tioidantoina (AA-

PTH), o qual pode ser identificado por cromatografia de fase reversa em coluna C18,

usando um sistema de eluicdo isocratico (ACN 37%) (Allen, 1989).

Para andlise da composicdo em aminoacidos, o peptideo isolado por
cromatografia fase reversa em coluna C18 foi hidrolisado com &cido cloridrico 6M a
150 °C por 90 minutos (Spackman, et al. 1958). O material hidrolisado foi seco em
atmosfera N2 e suspendido em HCL 0,01 M. O material foi aplicado no analisador de
aminoacidos Shimadzu e analisado utilizando resina anidnica amino-Na, que separa
os 20 aminoacidos padrdes geralmente encontrados em proteinas.

Como meio de deteccdo dos aminoacidos o sistema emprega a derivatizacao pos-
coluna com orto-fitalaldeido (OPA). Neste procedimento um detector de fluorescéncia
foi empregado (Ex. 350nm e Em. 550nm).

3.8.Células hospedeiras (LLCMK?2)

Células e parasitos foram obtidos de culturas presentes no Laboratério de Biologia
Celular e Tecidual (LBCT) em colaboracdo com o Prof. Edésio José Tendrio de Melo.
As células LLCMK2 (epitélio de rim de Macaca mulatta) foram mantidas em garrafas
de plastico estéril de 25 cm? contendo meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com
5% de FBS (soro fetal bovino) (Sigma) e estreptomicina (1 ug / ml). As garrafas
foram armazenadas a 37 ° C em 5% de CO? e o meio de cultura foi trocado a cada
48 horas.
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3.9. Manutencao de T. gondii

Antes da infeccdo, as células hospedeiras foram quantificadas quando se
aproximaram da semi-confluéncia. Os parasitas libertados foram centrifugados a 906
X g durante 10 min. Uma aliquota de 10 pL foi diluida em 90 pL de liquido de
contagem (75% de liquido de contagem e PBS a 25%) e uma aliquota de 10 pL foi
guantificada a partir da camara de Neubauer. Apds as quantificacdes, foi feita uma
interacdo de 10 parasitas por célula. Apés 48 h, os parasitas foram liberados no

meio de cultura. Todo o processo foi repetido para infec¢do de células novas.

3.10. Manutencéo de Trypanosoma cruzi epimastigota

Os epimastigotas de T. cruzi (cepa DM28) foram cultivados em 5 mL de meio de
triptose de infusdo de figado (LIT) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Gibco) e 4% de hemina a 28 ° C. Durante cinco dias, 1 mL de parasitas, ainda em
crescimento exponencial da populagdo, foram colocados em um tubo ao qual foi
adicionado meio de cultura fresco para atingir 5 mL (Alexandrino; Carvalho et. al.
2016).

3.10.1 - Aquisicao de tripomastigota e manutengdo intracelular de
Trypanosoma cruzi

Os epimastigotas foram climatizados a 37 ° C em meio RPMI 1680 durante 3 dias
e depois utilizados para infectar células hospedeiras LLCMK2, em um processo
semelhante ao descrito acima para T. gondii. Apds sete dias, os tripomastigotas foram

liberados no meio de cultura e coletados para ensaios de citotoxicidade.

3.11. Manutencao de Leishmaniaamazonensis

Os promastigotas de L. amazonensis (cepa Iv 79) foram cultivados em 5 mL de
meio de Warren’s [90% de caldo de coragao/cerebral (Fluka), contendo 10% (v / v)
FBS inativado por calor], enriqguecido com 0,01% de acido félico e 0,4% de hemina a

28 ° C. Os protozoarios foram transferidos para um novo meio a cada 3 dias
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(Nascimento, et al. 2015).

3.12. Ensaios de toxicidade

Para realizar a experiéncia, as culturas celulares nao infectadas em monocamada
foram lavadas trés vezes com 3 mL de PBS (solucédo salina tamponada com uma
concentracdo de fosfato de sédio de NaCl 200 mM e 150 mM, pH 7,1) e tratada com
tripsina, sendo assim suspensa. Esta suspensao foi dividida em uma placa de 24
pocos, a uma taxa de 3,0 x 10* células por poco e armazenada durante 24 h. Apds
este periodo, as células néo infectadas foram incubadas com as proteinas ou foram
marcadas e infectadas com taquizoitos de T. gondii a uma taxa de 5:1 (parasitas:
células hospedeiras) e cultivadas por mais 24 horas.

Os epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi foram lavados trés vezes com 3
mL de PBS (solugéo salina tamponada com uma concentracéo de fosfato de sodio
de NaCl 200 mM e 150 mM, pH 7,1). Divididos em uma placa de 96 pocos, a uma

taxa de 1,6 x10° parasitas por poco e incubadas com as proteinas por 24 horas.

Paraincubacéo, a fragéo de baixo peso molecular (FBPM), obtida por cromatografia
de filtracdo em gel, foi diluida em meio de cultura e esterilizada em um filtro de poro
de 0,22 um. Em seguida, o filtrado foi incubado com as células nao infectadas,
infectadas e em parasitas, em triplicata, em concentrac¢des de 5, 10, 15, 20, 50, 100

Mg / mL, durante 24 e 48 horas.

3.13. Microscopia Optica

Apés os tratamentos, as células hospedeiras ndo infectadas e infectadas com T.
gondii, os parasitos T. cruzi e L. amazonenses extracelular foram lavadas trés vezes
com PBS, fixadas durante 5 minutos na solu¢céo de Bouin e lavadas quatro vezes
com PBS para realizar analises morfolégicas e quantificacdo. Em seguida, as células
foram coradas com solucdo de Giemsa (10%, v/v) a temperatura ambiente durante 6
horas. As laminulas contendo as células foram desidratadas em uma mistura de
acetona-xilol e colocadas em laminas histologicas. Todas as preparacdes foram
examinadas sob um microscopio 6ptico (Zeiss Axioinvert 135) equipado com uma

objetiva de 20 e 40 x.
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3.14. Criac&o dos insetos e manutencgao da coldnia

Aedes aegypti das linhagens Rockefeller, Campo e cruzamento das duas
linhagens anteriores, obtidos de uma colénia mantida pela Prof.2 Marilvia Dansa
Alencar, Laboratorio de Quimica em Funcdo de Proteinas e Peptideos (LQFPP),
foram mantidos em gaiolas contendo solu¢do aquosa de sacarose 10%. As fémeas
adultas, apos fecundacéo, foram alimentadas com sangue de coelho para a postura
dos ovos. Os ovos foram coletados e espalhados em um recipiente com agua limpa
por dois dias, para eclosdo. As larvas foram alimentadas com racdo de camundongo
moida manualmente (aproximadamente 5g para cada 100 larvas no recipiente). Apos
5 dias da emergéncia das larvas, as pupas comecaram a ser removidas com o auxilio
de uma pipeta Pasteur. As pupas foram entdo transferidas para uma gaiola até a

emergéncia dos adultos.

3.15. Ensaio de toxidade nas larvas de Aedes aegypti

3.15.1. FragOes proteicas

Para verificar o potencial toxico das fracBes proteicas da semente de Ricinus
communis contra larvas de Aedes aegypti (terceiro estagio), 20 mg de cada fracao
foi diluida separadamente em 1 mL de &agua, dessas solu¢cbes estoque foram
retiradas e utilizadas 5, 200, 400 e 800 pL. Em cada pog¢o a solugéo proteica foi
adicionada e o volume completado a 20mL com agua. 10 larvas foram adicionadas a
esta solucado e o desenvolvimento era observado por 24 e 48 horas.

Em um segundo ensaio, foram preparadas solu¢cdes estoque com 100 mg de cada
fracdo diluidas separadamente em 1 mL de agua. Destas foram retirados 250 uL e
levados a 5mL. 10 larvas foram adicionadas a esta solu¢cdo contendo 5 mg/mL e o

desenvolvimento foi observado por 24 e 48 horas.

3.15.2. Efeito do 6leo de ricino e acido ricinoleico

Aliguotas de 100, 500 e 1000 uL de 6leo de ricino (6leo de mamona) foram

adicionadas em 20 mL de agua. A esta suspensdo foram colocadas 10 larvas e o
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desenvolvimento foi observado por 24 e 48 horas.

O efeito do &cido ricinoleico, principal constituinte do 6leo de ricino, também foi
avaliado. Uma solugéo estoque com 45 uL do &cido diluido em 450 mL (10 puL/ mL)
de Oleo de soja foi preparada. Desta solucdo estoque foram preparadas diluicbes de
1, 2, 5 uL / mL, também em 6leo de soja. 100 uL de cada uma destas solucgdes,
incluindo a solucao estoque foram colocados em 5 mL de agua contendo 10 larvas.
ApOs 24 e 48 horas o desenvolvimento das larvas era observado.

Todos os testes foram realizados com as larvas da linhagem Rockfeller e um
cruzamento entre Rockfeller e campo, em seu terceiro estagio de desenvolvimento.
Esse fator se deve as larvas desse estagio estarem mais robustas que o primeiro e
segundo estagio e possuirem o habito alimentar mais ativo que o estagio larvar quatro,
gue esta mais proximo da transformacdo em pupa (estagio onde nédo ha o habito
alimentar).

Para determinar o efeito toxico das amostras, foram realizadas contagens das
larvas vivas nos tempos de 24 e 48 horas ap0s a incubacéo.

3.16. Espectrometria de massas

Uma aliquota contendo 5ug da amostra (pool de peptideos) seca, em centrifuga
a vacuo (Speed-Vac, Savant — Modelo SC1110), foi suspensa em 10uL de agua com
alto grau de pureza (Tédia). Logo apos a amostra foi Reduzida (adicdo de 30uL da
solucédo de DTT a 10 mM, incubando por 30 minutos no Thermomixer a 25 °C sob
agitacao de 5 em 5 minutos), Alquilada (adicdo de 30uL da solugéao de IAA a 50 mM
incubando por 30 minutos, no escuro, no Thermomixer a 25°C sob agitagao de 5 em
5 minutos) e Digerida (adicdo de 20uL de Tripsina deixando incubado no
Thermomixer por 17 horas a 37 °C). O extrato foi concentrado até 20 uL usando um
Speed Vac, dessalinizada por C18 Zip Tip (Millipore, Billerico , MA , EUA),
concentrado mais uma vez até 20uL e transferido para frascos Total Recovery (
Waters).

Os peptideos gerados foram separados em Nano Aqcquity UPLCa, uma

coluna de fase reversa. A espectrometria de massas foi realizada em espectrémetro
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de massas Synapt G2-Si HDMS (Waters, Manchester, UK), os espectros adquiridos
foram processados em Software ProteinLynx Global SERVER (PLGS), utilizando
como base de dados Uniprot/Ricinus communis. Informacdes adicionais foram

buscadas em software Blast2Go.

4. Resultados

4.1. Cromatografia de filtracdo em gel

A Figura 9 mostra o perfil cromatografico em Sephadex G-50 relativo ao
fracionamento do extrato bruto de proteinas da semente. Trés fracdes proteicas
foram obtidas: FI, Fracdo de massa molecular (MM)> 35 kDa, enriquecida em ricina;
Fll, fracdo 35 <MM> 10 kDa, regido onde se encontram as albuminas 2S; e FllI, fracao

de massa molecular <10 kDa, denominada FBPM.

Cromatografia de Gel-filtracio
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Figura 9- Perfil cromatogréfico da filtracdo em gel - (Sephadex G-50) - (Coluna 50x1,0 cm) -
(eluicdo de TFA 0,1%) - (Fracdo de 1,0 mL / tubo (fracdo de peso molecular baixo-FBPM).
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4.2. Efeito antiparasitario e analises morfolégicas de células hospedeiras
nao infectadas

Na Figura 10 observamos o efeito de diversas concentra¢cdes de FBPM sobre
células LLCMK2, mantidas em meio de cultura por 24 e 48 horas de tratamento. Até
a concentracao de 15ug/mL ndo observamos efeitos toxicos no periodo analisado. A
partir de 20 pg/mL, 65% das células foram eliminadas ap6s 24 de incubacéo.
Toxicidades semelhantes foram observadas apds incubacdes com 40 e 50 pg / mL.
Todas as células foram eliminadas ap6s 24 horas, quando 100 ug de FBPM foi
utilizada. Quando as céliulas eram incubadas na presenca de FBPM por 48 horas, a
toxicidade foi observada. Em concentracao de 15 pg/ mL, o nimero médio de células

diminuiu 10%, e todas as células foram eliminadas apartir de 20 pg / mL.

Teste de citotoxidade com células LLCRAK2
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Figura 10 — Teste de citotoxidade usando a FBPM em células hospedeiras LLCMK2. Numero
meédio de células apds incubagbes com 10, 15, 20, 40, 50 e 100 pg / mL de FBPM por 24 e 48 horas.
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4.3. Efeito antiparasitario em epimastigotas e tripomastigotas

O efeito de FBPM sobre as formas extracelulares de T. cruzi, epimastigotas e
tripomastigotas € apresentado na Figura 11. Paraas formas tripomastigotas, apos 24
h de incubacdo com FBPM em 0,1 a 5 ug / mL, pequenas redu¢cfes de numero de
parasitas foram observadas em relacdo ao controle e em 10 ug / mL, 50% dos
parasitas foram eliminados. Nao foi observado efeito toxico nos epimastigotas nas

mesmas condi¢cdes (dados ndo apresentados).
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Figura 11- Teste de citototoxidade usando FBPM em tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.

Numero médio de parasitas apds incubagfes a 0,1; 1; 5 e 10 pug / mL durante 24 horas.

4.4. Efeito antiparasitario em L. amazonensis

O efeito de FBPM sobre L. amazonensis € apresentado na Figura 12. O teste
mostrou que nao ocorre inibicdo do desenvolvimento da amazonensis em 24 horas.
O numero de parasitos apés 48 horas nao se altera quando comparado ao controle
(48 horas) e aumenta sua populacdo em quase o dobro quando comparado ao
controle inicial (24 horas), como pode ser observado na concentracéo de 10 pg / mL.
Os teste no tempo de 48 horas sO foram realizados na concentragdo de 10 ug/ mL,
pois no tempo de 24 horas, até nessa maior concentracdo, a FBPM ndo havia tido

efeito algum sobre 0S parasitos.
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Figura 12- Teste de citotoxicidade usando FBPM sobre o crescimento de L. amazonensis.

NuUmero médio de parasitas apds incubagbes a 0,1; 1; 5 e 10 yg / mL durante 24 horas e 10 uyg / mL
apos 48 horas.

4.5. Efeito antiparasitario em células infectadas com T. gondii

Para verificar se o FBPM tem atividade contra parasitas intracelulares, utilizamos
o T. gondii como modelo. Na Figura 13, observamos que na cultura n&o tratada, a
maioria das células foi infectada (85%) e um numero alto de parasitas foi observado.
FBPM, na concentracdo de 15 pg / mL por 24 horas de incubacdo, provocou
eliminacdo 11% dos parasitos. Em seguida, as culturas infectadas foram incubadas
com esta mesma concentracdo (15 pg / mL) durante 48 h. Nestas condi¢cdes, néo foi
observada a eliminacdo de células hospedeiras, mas o numero de parasitas e

porcentagens de células infectadas caiu 49%.
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Figura 13- Teste de citotoxidade usando FBPM em células hospedeiras infectadas com

Toxoplasma gondii. Nimero médio de células e parasitas ap0s incubac¢des a 5, 10 e 15 uyg/ mL as 24

horas. Repetimos a incubagdo com a maior concentragdo (15 pg / mL) por 48 horas.

4.6. Cromatografia de fase reversa usando sistema de HPLC

Com o proposito de investigar qual o componente presente em FBPM com
efeito protetor da infeccdo por T. gondii, esta fracdo proteica foi submetida a
purificacdo por cromatografia de fase reversa, C-18 em Sistema HPLC. A Figura 14
mostra o perfil cromatografico referente ao fracionamento da FBPM em coluna C18-

HPLC. O pico principal (indicado pela seta na Figura 14) foi reunido e liofilizado.
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Cromatografia de fase reversa- HPLC
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Figura 14- Perfil da fragdo de baixo peso molecular (FBPM) em cromatografia de fase reversa,
sujeito a fracionamento em coluna C18. Eluente A 0,1% TFA e eluente B 80% ACN, 0,1% TFA.

Absorbéancia: 220nm em preto e 295 nm em vermelho.

4.7. Caracterizagéo da Fracao de Baixo Peso Molecular por sequenciamento
de N-terminal e composicdo de aminoéacidos

A composi¢cdo minima em aminoacidos do peptideo majoritario purificado no
HPLC é apresentada na Tabela 2. A hidrdlise acida converte asparagina em acido
aspartico e glutamina em éacido glutamico. Por isto na tabela, Asx corresponde ao
somatorio Asp + Asn enquanto GIx corresponde ao somatorio Glu + GIn. Os residuos
de triptofano, quando presentes, sdo destruidos e portanto ndo detectados apds

hidrélise acida.
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Tabela 2- Composi¢do em aminoacidos do peptideo majoritario purificado no HPLC utilizando o

analisador de aminoacidos.

Composigao minima em Aminoacidos

Aminoacidos Numero de residuos
Asx 5
Thr 2
Ser 8
GlIx 10
Pro 3
Gly 10
Ala 4
Val 3
Met 0

lle 1
Leu 2
Tyr 0
Phe 1
His 2
Lys 2
Arg 1
Cys 6
Trp nd

N&o foi possivel identificar a sequéncia N-terminal do peptideo utilizando a
metodologia de Edman em sequenciador automatico, indicando que o N-terminal esta

bloqueado.

Também nao foi possivel identificar a sequéncia do peptideo utilizando o
espectrometro de massas. A Figura 15 mostra o espectro do peptideo majoritario
obtido para a FBPM (nativo ou sem tratamento) por Maldi-TOF na faixa analisada,
entre 600 e 5000 kDa.
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Figura 15- Espectro do peptideo majoritario do HPLC, apdés realizagdo de um Maldi-TOF.

4.8. Teste de toxidade com Aedes aegypti

Investigamos 0s componentes proteicos e componentes do O6leo das
sementes de mamona sobre as larvas de terceiro estagio de A. aegypti. Na Figura 9,
verificamos que trés fracfes obtidas quando o extrato bruto de proteinas de
sementes de mamona foi fracionado por cromatografia de gel filtragéo.

Na tabela 2 mostramos os resultados obtidos para larvas incubadas com a
fracdo 1 (ricina), com a fracdo 2 (albuminas 2S) e com a fracdo 3 (FBPM). Nao
observamos inibicdo do desenvolvimento das larvas em nenhuma das concentracdes

testadas com as fragbes 2 e 3.

Tabela 3 — Teste de toxidade com as fra¢des proteicas 1 (ricina), 2 (albuminas 2S) e 3 (FBPM).

10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas

10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas
10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas
10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas
10 vivas 2 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas
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Como o efeito toxico da ricina, uma proteina inibidora de ribossomos, é amplamente
descrito na literatura, e nenhum efeito toxico para as larvas foi observado até a concentragéo
de 2,3 uM, em 24 e 48 horas, a concentracdo desta proteina foi drasticamente aumentada até
83 uM. Mesmo nestas condi¢gbes, nenhum efeito toxico foi observado durante 24 horas de
inibicdo. Porém em 48 horas, pode ser observada a morte de 90% das larvas (Figuras 16 e
17).

Teste de toxidade com Aedes qegypii
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Figure 16- Efeito da fracdo contendo Ricina em larvas de Aedes aegypti. NGmero médio de larvas
apos incubacéo a 0,02, 0,7, 1,3, 2,3 e 83 uM as 24 e 48 horas.

-
Figura 17— A: Controle — larvas de Aedes aegypti em 5 mL de agua destilada B: Larvas de

Aedes aegypti em 83uM da fracdo proteica contendo ricina.
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O efeito do 6leo de mamona sobre as larvas é apresentado na Figura 18.
Para excluir efeitos associados as caracteristicas de insolubilidade do dleo,
inicialmente incubamos as larvas na presenca de 6leo de soja. No controle 1, as larvas
crescidas em meio aquoso e no controle 2, larvas mantidas na presenca de Oleo de
soja. Nao observamos mudancas significativas no desenvolvimento das larvas.
Verificamos que o 6leo de ricino n&o inibiu o crescimento de larvas quando 100 puL de
Oleo foi incubado com 10 larvas do inseto em 20 mL de solu¢cdo. No entanto,
formulacdes superiores a 500 pL /20 mL impediram os desenvolvimento das larvas
de Aedes aegypti (Rockfeller), Figuras 18. O aspecto do meio de crescimento e 0
perfil das larvas é apresentado na Figura 19.
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Figure 18- Efeito do dleo de ricino em larvas de Aedes aegypti (linhagem Rockfeller). Namero

médio de larvas apés incubag¢do com 100, 500 e 1000 L as 24 e 48 horas.

Na Figura 19 podemos constatar que 1000 pL de 6leo de ricino, inibiu o
desenvolvimento das larvas do inseto, cruzamento entre a linhagens Rockfeller e
Campo. 90% de inibigcao foi observado em 24 horas e 100% em 48 horas mostrando

gue essa linhagem foi bem mais sensivel ao 6leo que a mostrada anteriormente.
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Teste de toxidade com Aedes Aegypti
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Figure 19- Efeito do 6leo de ricino em larvas de Aedes aegypti (cruzamento entre as linhagens
Rockfeller e Campo). Nimero médio de larvas apds incubacdo com 100, 500 e 1000 pL as 24 e 48

horas.

A tabela 1 (secéo introducdo) apresenta a composicao do 6leo de soja e do
oleo de ricino. O principal componente do 6leo de ricino e inexistente no 6leo de soja,
sendo o &cido ricinoleico. Assim, testamos o efeito do acido ricinoleico, dissolvido no
Oleo de soja, sobre as larvas do A. aegypti.

Nos teste com &cido ricinoleico, foram incubadas 10 larvas do inseto em 5 mL
de agua destilada em diferentes concentracdes do componente. Até a concentracao
de 1,57 mM a inibicdo do desenvolvimento das larvas foi baixa, Figura 20. No
entanto, na concentracdo de 3,15 mM (Figura 20) foi possivel observar morte de
100% das larvas de Aedes aegypti. Na Figura 21 é apresentado o perfil das larvas,
algumas destas ficaram com as extremidades bem escurecidas, apdés a morte por

incubacdo com &acido ricinoleico.
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Teste de toxidade com Aedes aegypti
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Figura 20- Efeito do acido em larvas de Aedes aegypti incubadas por 24 e 48 horas.

Numero médio de larvas ap6s incubag¢édo com 0,31, 0,62, 1,57 e 3,15 mM de &cido ricinoleico.

Figura 21— A: Controle — larvas de Aedes aegypti em 5 mL de agua destilada B: Larvas de

Aedes aegypti em 3,15mM de &cido ricinoleico.
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5. Discussao

O nifurtimox, benznidazol, sulfadiazina e pirimetamina sdo exemplos de
farmacos antiprotozoarios usados para tratar toxoplasmose e doenca de Chagas. Os
parasitas que causam essas doencas, no entanto, tornaram-se resistentes aos
medicamentos utilizados até hoje (Jackson et al. 2010, Apt, 2010, Holmes et al.
2011). No trabalho desenvolvido por Pereira et al. 2017, foi analisada a aplicabilidade
de produtos a base de plantas no tratamento de infeccbes com T. cruzi e
Trypanosoma brucei. Nele listaram-se metabdlitos secundarios identificados por
rastreio fitoquimico a partir de cromatografia e espectrometria de massa. Sendo
assim, identificar novos compostos com acdo antiparasitaria, se faz importante.
Descrevemos aqui a atividade inibitéria de uma fracdo polipeptidica sobre o
desenvolvimento de T. cruzi e T. gondii.

Testamos a FBPM, fracéo polipeptidica de sementes de Ricinus communis, que
reduziu a porcentagem intracelular de taquizoitos T. gondii a uma concentragcédo de
15 ug/ mL, reduzindo a infeccdo em 11% em 24 h e 49% em 48 h. Nesta concentracao
nao foi observada toxicidade na célula hospedeira (Figura 10). Soares et al. 2015, em
um estudo similar, testou o extrato de Jatropha curcas (JcCE). Estes autores relataram
que culturas de células infectadas por T. gondii e incubadas durante 24 h com o
extrato de JcCE nas concentracbes de 0,1, 0,5, 1,5 e 3,0 mg / mL diminuiram
porcentagens de parasitas para 73,5, 66,6, 56,5 e 18,0%, respectivamente, em
relacdo ao controle. A concentracdo da FBPM usada contra T. gondii em nosso
estudo foi significativamente menor que aquelas usadas por Soares et al, 2015 para
JcCE.

Observamos também que o uso da FBPM, 10 ug / mL apresentou acéo anti
parasitaria para uma das formas de T. cruzi. A porcentagem de tripomastigotas no
meio extracelular nesta concentragao, foi reduzida em 50% em 24 h (Figura 11).
Extratos foliares de Palicourea marcgravii, Palicourea rudgeoides e Peperomia
tetraphylla diluidas em agua, alcool butilico, metanol e diclorometan foram testados
por Alexandrino et al. (2016) para avaliar o desenvolvimento de formas epimastigotes
T. cruzi. Véarias concentracdes do extrato aquoso (25-400 ug / mL) contendo todas as
substancias vegetais ndo inibiram o parasita de forma eficiente. A concentracdo de
400 ug / mL do extrato de P. marcgravii e as concentracfes de 100, 200 e 400 g /
mL do extrato de P. rudgeoides diluidos em alcool butilico, foram os melhores
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inibidores, pois causaram 100% de eliminacdo. FBPM teve um efeito antiparasitario

em concentracfes bem abaixo das utilizadas por Alexandrino et al. 2016.

FBPM, ndo apresentou efeito toxico sobre Leishmania amazonensis. Até a maior
concentracdo usada, que foi de 10 ug / mL, por 24 horas, 0 niumero de parasitas no
meio extracelular ndo se modificou. Ja em 48 horas vimos a populacdo desses
parasitas aumentar em quase o dobro da inicial. Fardin et al. 2016 utilizou extratos da
planta Bertholletia excelsa. Estes pesquisadores utilizaram componentes de massa
molecular entre 6, 10 e 16 kDa. A porcentagem de protozoarios tratados com essas
fracOes foi reduzida em 37,7, 32,7 e 69,5% apoés 24 h e 37,5, 16,9 e 89,2% apods 48 h,
respectivamente. A partir desses resultados eles selecionaram a fracdo de 16 kDa

como a mais eficiente por apresentar um efeito toxico maior sobre L. amazonensis.

Esses foram os primeiros relatos sobre a utilizacdo da fracdo de baixo peso
molecular (FBPM) das sementes de Ricinus communis contra parasitos,
apresentando seu efeito toxico sobre T. gondii e T. cruzi. No entanto, a realizacao de
estudos posteriores mostrando onde e como FBPM atua nesses parasitos seréo
necessarios.

Como descrevemos, a FBPM apresentou efeitos toxicos contra T. cruzi e T.

gondii. Assim, esta fracdo foi repurificada por HPLC —C18. O sequenciamento N-
terminal e por massas nao foram possiveis. Troeira Henriques & Craik, 2017
descrevem uma familia de peptideos ciclicos denominados ciclotideos cuja principal
funcdo esta ligada a defesa de plantas contra patégenos, para a qual aplicabilidades
farmacoldgicas e agron6micas tém sido atribuidas. As caracteristicas principais
desses peptideos sdo uma estrutura macrociclica de cabeca-cauda Unica e arranjo
anudado de trés ligacGes de dissulfeto, formadas a partir de seus seis residuos
cisteina conservados. Nestes, as pontes de enxofre e a ligacao do residuo N-terminal
com o residuo C-terminal, tornam estes petideos impossiveis de serem sequenciados
por Edman, e as condicdes de padronizagdo para ionizagdo por Maldi e por
eletrospary muito dificil. Assim, levantamos a hip6tese de que o peptideo majoritario
de FBPM possa ser um ciclotideo. Para ciclotideos, como descrito por Troeira
Henriques & Craik, 2017, a elucidacdo da estrutura primaria s6 foi possivel apés a
desnaturacao, reducédo e alquilacdo do peptideo, seguido por clivagens sequenciais
pelas enzimas endo-glutamase e tripsina. Estudos que serdo também empregados
para a elucidacéo do pico majoritario de FBPM em etapas futuras.

As fracdes proteicas de Ricinus communis, testadas contra as larvas de A.
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aegypti ndo mostraram efeitos tdxicos, na maioria das concentracdes utilizadas. No
entanto, um peptideo de R. communis um inibidor de tripsina (RcTI) foi isolado por
Silva et al. 2015. Estes pesquisadores observaram 91% de inibicdo das proteases do
intestino médio das larvas de A. aegypti. Silva et al 2015 apontaram o potencial
biotecnolégico de RcTIl como agente alternativo para combater o vetor A. aegypti.
Somente a toxina ricina mostrou algum efeito em doses bem elevadas, 83 uM. Este
fato nos levou a questionar como uma proteina com propriedades tdo toxicas, ja
descritas na literatura (da Silva Fonseca & Soto-Blanco, 2014), poderia néo ter efeito
sobre as larvas do mosquito, a ndo ser em dose téo elevada. Trabalhos descrevem a
presenca de uma camada de material acelular no intestino do mosquito que separa o
alimento das células epiteliais do intestino, denominada matriz peritrofica (Richards
& Richards, 1977; Peters, 1992; Miller & Lehane, 1993). Insetos hemat6fagos
adaptaram-se para anular ou minimizar os efeitos deletérios do grupamento heme
livre e uma das mais importantes adaptacfes foi a ligacdo do heme a matriz
peritréfica (Pascoa et al, 2002). Alguns trabalhos, através da observacdo da matriz
peritréfica em cortes histolégicos ndo corados e estudos citoquimicos, mostraram
que parte do heme gerado durante a digestdo sanguinea em A. aegypti liga-se
fortemente & matriz (Graca-Souza et al, 2006; Pascoa et al, 2002). Em 2006,
Devenport et al. mostraram que uma proteina de matriz peritrofica de A. aegypti foi
capaz de associar uma grande gquantidade de heme in vitro. Estes resultados
sugerem que a matriz peritréfica pode funcionar como uma eficiente barreira para o
heme. Estes estudos nos levam a supor que o mecanismo de defesa da larva de A.
aegypti contra a ricina, pode estar ligado a capacidade da matriz peritrofica desse
inseto em reter a absorcdo de tal proteina. Porém estudos posteriores serao
necessarios para essa comprovagao.

Como descrito, as fragdes proteicas das sementes ndo apresentaram acao
larvicida, no entanto, observamos a morte das larvas por componentes do 6leo de
ricino (mamona) em concentragcfes superiores a 500 pyL /20 mL (figuras 17 e 19).
Componentes do 6leo impediram o desenvolvimento das larvas de Aedes aegypti
tanto Rockfeller quanto larvas do cruzamento das linhagens de campo e Rockfeller
em 50% e 90% apOs 24 horas de incubacdo, respectivamente. Como o0 acido
ricinoleico € o componente majoritario do 6leo, este foi testado isoladamente. O &cido
ricinoleico a 3,15 mM foi eficiente para provocar a morte de 100% das larvas de Aedes

aegypti (cruzamento das linhagens de campo e Rockfeller, figura 21).
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Luna et al. 2004 testaram os inseticidas quimicos temephos “Temefés Fersol
1G”, (granulado, 1%) e cipermetrina “Cynoff 400 Pm”, (p9d, 25%), substancia sintética
derivada da substancia natural piretrina isolada de Chrysanthemum cinerariaefolium.
Esses produtos foram diluidos em agua mineral para preparar as solugbes padrédo
com a mesma concentracao do ingrediente ativo (i.a.) de 120 uM. As larvas de A.
aegypti usadas foram coletadas no campo (criadouros artificiais de ferro velho em
Curitiba e os testes feitos foram divididos em: concentragdo-diagnostico (CD) 0,03 uM
i.a. do organofosforado temephos, resultou em 90% de mortalidade. Para cipermetrina
foi encontrado 65% de mortalidade na avaliacdo da concentracéo-diagnostico (CD)
0,03 uM i.a. Para comparagdo a concentragdo-diagnoéstico (CD) 0,030 uM i.a. de
temephos e cipermetrina foi também utilizada para testar a colonia Linhagem
Rockefeller, resultando em 100% de mortalidade para ambos os produtos. Para a
cipermetrina, avaliou-se mais uma CD de 0,022 uM i.a. que também resultou em 100%
de mortalidade. Os testes seguiram os padrées da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), onde abaixo de 80% de mortalidade considera-se a linhagem resistente a tal
inseticida, sendo necessaria a suspensao do uso deste. Os dados obtidos para o acido
ricinoleico se aproximam do uso dos organofosforados temephos assim como a
cipermetrina usados por Luna et al. 2004. Esta concentragdo e porcentual de
mortalidade atende a determinacdo da Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) para

gue a linhagem néo seja considerada resistente.

6. Conclusfes e Perspectivas

A FBPM possui potencial antiprotozoario. Estudos estdo em andamento para
determinar as estruturas dos polipeptideos anti-T. cruzi e anti-T. gondii e para

determinar seu (s) mecanismo (s) de agao.

O dleo de ricino e o acido ricinoleico possuem potencial larvicida. Porém,
estudos posteriores ainda sdo necessarios para verificar se as concentracdes
utilizadas os tornam viaveis para o uso comercial e determinar seus mecanismos de

acao.
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