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O PODER DE UM NOME

As vezes tenho a impresséo
Que estou sozinha no caminho
Sem rumo certo, sem alguem
Que saiba me ensinar por onde ir
Quem vai cuidar de mim?
Quem vai chamar o meu nome?
Sera que existe alguém que vai
Cuidar de mim?

Ja ndo me entrego a ilusdes
Ja me cansei de desenganos
Promessas j& nem quero ouvir
Palavras de quem nada pode dar
Mas néo desisto da esperanca
Me resta ainda um nome
Pra chamar JESUS
Diante dEle a terra treme
Nome que é sobre todo 0 nome
Ele é quem fazer por mim
Que todo medo chegue ao fim
Como é grande o poder do
Nome de JESUS
Se algum mal me sobrevém
N&o vou chamar por mais ninguém
Néo existe potestade
Opresséo e enfermidade
Que resistam ao poder
Nome de JESUS
JESUS!

S6 de pronunciar teu nome

Tudo j&a mudou
Se a dor ou afligéo vierem outra vez
Eu ja sei, JESUS!
Teu nome vou chamar.

Seérgio Lopes (album Yeshua)
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RESUMO

A lectina de sementes de Talisia esculenta (TEL) especifica manose-glucose, foi
~investigada em relagdo a sua imunogenicidade quando aplicada pelas vias
subcutbanea e intranasal, ao seu potencial papel modulador da resposta
imunolégica a ovalbumina (OVA) em ambas as vias, a interfer6encia dos
aglcares ligantes especificos sobre estas propriedades e & sua agdo sobre
parbametros bioldgicos dos carrapatos Boophilus microplus e Riphicephalus
sanguineus parasitas de bovinos e caninos, respectivamente. Os resultados
obtidos revelaram que a TEL é imunogénica por via por via nasal e pela via
subcutdnea demonstrou esse efeito de forma dose-dependente. A
imunogenicidade dessa lectina foi influenciada negativamente pelo tratamento
prévio com os agucares especificos e a resposta imune anti-OVA foi acentuada
somente ap6s aplicagdo pela via subcutéanea. O tratamento de fémeas do
carrapato B. microplus com a TEL causou redugdo significativa da massa total de
ovos postos, descrevendo uma curva de dose resposta de comportamento
polinomial. Houve redugdo causada pela lectina nos indices de eficiéncia
reprodutiva e de eficiéncia nutricional dos parasitas, efeitos que foram
significativamente reduzidos quando a lectina foi previamente tratada com o
agucar ligante especifico. Anélises por microscopia de fluoresc6encia revelaram
que a lectina foi capaz de ligar-se a cuticula daquela espécie de carrapato. Nao
foi observado efeito significante da lectina de Talisia esculenta sobre o0s
parametros bioldgicos do carrapato dos cées R. sanguineus.
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Abstract

The glucose-manose ligant lectina from Talisia esculenta seeds (TEL) vas
investigated regarding to its immunogenicity after subcutaneous or intranasal
applications, its potential role as immuneadjuvant against ovalbumin (OVA), the
effect of specific sugars over these properties and lectin actions on biological
parameters of ticks Boophilus microplus and Riphicephalus sanguineus,
ectoparasites of bovine and dogs, respectively. The results obtained have shown
tahat TEL is imunogenic when aplicated sucutaneosly, in a dose-dependent way.
Imunogenicity pf the lectin was negatively affected by its previous incubation with
the specific ligand sugar. TEL was able to increase immune response abti-OVA
after subcutaneous application, but not after intranasal instilation. Treatment of
female Boophilus microplus ticks with TEL have caused significant reduction on
total leying eggs, reproductive and nutritional efficiency of the parasites,
describing a polynomial type dose-response curve for the prior. These effects
were significantly reduced by previous treatment of lectin with specific ligand
sugars. Analysis by fluorescence microscopy revealed that TEL was able to link
to cuticle of that tick. Significant effdets of the lectin against dos ticks brown R.
sanguineus were not observed.
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1.INTRODUGAO

H& muitas décadas as lectinas despertam o interesse de pesquisadores
das mais diversas areas, 0s quais visam, sobretudo as propriedades peculiares
dessas proteinas que as tornaram valiosas ferramentas biotecnoldgicas cada vez
mais usadas nos mais diversos campos ciéncia, seja em bioquimica, histoquimica,
imunologia, farmacologia, ou até clinica médica e agronomia. Entretanto, apesar
de todo o interesse e do grande volume de investigagbes ja realizadas, até o
presente momento nem tudo esta esclarecido sobre a ocorréncia, fungbes e
aplicabilidades das lectinas. Acredita-se, a julgar pelas fontes inesgotaveis de
lectinas, que o futuro ainda promete incessantes pesquisas acerca desse assunto.

Diversas pesquisas tém sido realizadas enfatizando a atividade biolédgica
das lectinas, demonstrando que essas proteinas podem ser amplamente utilizadas
nao apenas em investigacdes biolégicas e biomédicas, mas também como
ferramentas biotecnolégicas. Uma importante aplicacdo biomédica potencial de
lectinas vegetais relaciona-se com um possivel papel destas proteinas como
moduladoras da resposta imunoldgica.

Das sementes de Talisia esculenta (St. Hill) Radlk, popularmente
conhecidas como pitombas, foi isolada e purificada recentemente uma lectina com
quatro isoformas que apresentam especificidade por carboidratos tais como
manose-glucose e N-acetil-D-glucosamina. Essa lectina ainda n&o foi estudada
quanto a sua imunogenicidade, a sua acdo moduladora sobre a resposta imune de
animais quando administrada pelas vias nasal e subcuténea e seu efeito sobre a
reacdo de hipersensibilidade tardia.

A confirmagdo da existéncia de atividade biolégica, bem como dos
mecanismos de acgdo das proteinas da pitomba com atividade Iecﬁnica, requerem
estudos de eventuais alteragdes histolégicas e imunoldgicas em animais

experimentais.
Relativamente as aplicagbes biotecnoldgicas, algumas lectinas de plantas
tém sido exploradas, entre outras finalidades, na sua ac&o potencial contra

artrépodes de plantas.




Considerando-se que as espécies de insetos e acaros que atacam
vegetais apresentam algumas caracteristicas morfolégicas comuns com as
espécies que parasitam animais, pode ser possivel a utilizacdo de extratos
vegetais ou proteinas purificadas para o controle de parasitas de animais.

Os carrapatos que parasitam animais domésticos atuam como vetores de
doengas, prejudicam a o desempenho dos animais e inviabilizam a
industrializac&o do couro, sendo gastos anualmente milhées de ddlares com a
aquisicdo de acaricidas quimicos e a remuneracéo de mao-de-obra especializada
no seu combate. Além disso, o0 uso de acaricidas quimicos contribui para o
aumento da poluicdo ambiental, compromete a vida dos predadores naturais do
carrapato e favorece o aparecimento da resisténcia através da destruicdo dos
artrépodes sensiveis e concomitantemente da selegdo de individuos cada vez
mais resistentes.

Nao existem informagdes relativas quanto ao uso lectina de Talisia
esculenta contra pragas dos animais domeésticos ou do homem.

A literatura disponivel ndo dispde de dados relativos aos efeitos que
poderiam ser provocados pela lectina de Talisia esculenta Radlck sobre as
respostas humoral e celular de animais nem sobre os parametros biolégicos de
carrapatos de algumas espécies domésticas.

Desse modo, este trabalho pretende estudar a imunogenicidade e a
adjuvanticidade da lectina Talisia esculenta Radick, sobre a via subcuténea e a
intranasal de camundongos e a resposta sobre a hipersensibilidade do tipo tardia.
Bem como os efeitos do banho de imersdo sobre parémetros bioldgicos das
teledginas dos carrapatos dos bovinos e dos caninos, Boophilus microplus
(CANESTRINI, 1785) e Riphicephalus sanguineus (LATREILLE, 1807),
respectivamente e evidenciar a presenca dessa lectina nos tecidos desses
carrapatos através de fluorescéncia.



2. REVISAO DE LITERATURA

Lectinas e a resposta imunolégica.

O nascimento da lectinologia ocorreu com a descoberta das propriedades
aglutinantes da ricina por Hermann Stillmark em 1888, o entanto somente 100
anos depois comegou a era moderna dessa ciéncia com o isolamento e a
purificac&o de diferentes lectinas de plantas por Lis e Sharon.

Alguns vegetais contém proteinas carboidrato ligantes que comumente
sao chamadas lectinas, aglutininas ou hemaglutininas. Essas lectinas séo
encontradas na maioria dos organismos vivos, desde virus, bactérias, fungos,
algas, vegetais superiores e animais (MOREIRA, 1998; ZENTENO et al., 2000;
FRAGKIADAKIS, 2000; SASMAL et al., 1999; JIMBO et al., 2000; KOSSOWSKA
et al., 1999; VEAU et al., 1999; KAWAGISHI et al., 2001). Elas representam um
grupo heterogéneo de proteinas oligoméricas que variam enormemente de
estrutura, organizagdo molecular e de seus dominios ligantes (LIS & SHARON,
1998).

Nas espécies vegetais superiores, as lectinas sdo proteinas que estio
presentes principalmente nas sementes, embora tenham sido encontradas
também, nas folhas, nas raizes, nas cascas e em outros tecidos (HANKINS et al.,
1987; VAN DAMME et al., 1987; PEUMANS et al., 1996). Algumas evidéncias
sugerem que um dos principais papéis biologicos das lectinas € o de conferir
protecdo contra o ataque de agentes agressores, de forma que a sua presen¢a na
dieta esta relacionada com fendmenos de toxicidade em animais superiores
(PUSZTAI et al., 1994) e a sua ligacéo a receptores carboidratos presentes nas
células intestinais de insetos (FITCHES et al., 1997; FITCHES & GATEHOUSE,
1998; FITCHES et al., 2001) e nas paredes celulares de fungos (XU et al., 1998;
CIOPRAGA et al., 1999) e bactérias (GAIDAMASHVILI & VAN STADEN, 2002)
podendo conferir danos.

As lectinas foram definidas por Peumans e Van Damme em 1995, como
sendo “proteinas carboidrato ligantes, que ndo eram enzimas ou anticorpos, e que
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possuiam no minimo um dominio néo-catalitico capaz de se ligar reversivelmente
a carboidrato”. Esta definicdo permitiu que essas proteinas fossem agrupadas de
acordo com suas caracteristicas estruturais em quatro grupos: mero, holo,
quimero e superlectinas (VAN DAMME et al., 1998). Contudo as diferencas na
estrutura molecular, nas propriedades bioquimicas e na especificidade por
carboidratos tornaram-nas um grupo de proteinas heterogéneo e complexo (VAN
DAMME et al., 1998). E assim surgiu outra classificacdo de acordo com as
semelhancgas estruturais e evolutivas (PEUMANAS & VAN DAMME, 1998).

As lectinas foram reconhecidas funcionalmente como carboidratos
ligantes por essa razdo sdo assim consideradas, atualmente é o conceito mais
aceitavel, antes mesmo de se enfatizar atividade hema(aglutinante) (VAN DAMME
et al., 1998).

A relevancia biolégica da atividade das lectinas reside no fato de que
numerosos monossacarideos s&o encontrados na natureza. E a ligagdo da lectina
com eles € a um nivel milimolar, tornando-se altamente seletiva (PEUMANS et al.,
1996 e SINGH, TIWARY & KENNEDY, 1999).

Certas lectinas interagem somente com oligossacarideos, entretanto
lectinas de mesma especificidade podem diferir acentuadamente em sua afinidade
por tais moléculas (LIS & SHARON, 1998). Essas proteinas ou glicoproteinas, de
origem n&do imune, com afinidade especifica por residuos terminais ou
subterminais de carboidratos (LEATHEM & BROOKS, 1997), fazem interagéo
especifica e reversivel com carboidratos ou glicoconjugados e podem atuar como
moléculas de reconhecimento em diversos processos biolégicos (LIS & SHARON,
1998).

A principal fung&o das lectinas parece ser no reconhecimento celular. Elas
se mostram como uma ferramenta preciosa na investigacdo de alteragdes que
poderiam ocorrer na superficie celular, durante processos fisioldégicos e
patoldgicos (SINGH, TIWARY & KENNEDY, 1999).

Algumas lectinas de plantas tém sido usadas para estudar o papel dos
ligantes da membrana plasmética. Essas moléculas podem ligar-se a uma




variedade de receptores de superficie e produzir a estimulagdo ou a inibicéo de
atividades bioldgicas diversas (SELL & COSTA, 2003).

Uma vasta quantidade de pesquisas enfatizando a atividade biolégica das
lectinas tem sido produzida. Embora que, a maioria das investigacoes tenha sido
concentrada em reduzidos grupos de plantas (PEUMANAS & VAN DAMME,
1998), essas lectinas podem ser amplamente utilizadas como ferramentas e
proteinas bioativas nas pesquisas bioldgicas e biomédicas com um esforgo
voltado para a exploracéo e desenvolvimento de terapias (KABIR, 1998; DIAZ et
al., 1999; KILPATRIC et al., 1999; NISHMURA et al., 2000).

As investigagbes revelaram que algumas lectinas podem conter um
segundo tipo de sitio ligante que pode interagir com um ligante que nao é
carboidrato. Podendo dessa maneira possuir varias especificidades que estao
associadas com sua habilidade para interagir com acetilaminocarboidratos,
aminocarboidratos, acido sialico, hexoses, pentoses, e outros. (VAN DAMME et
al., 1998).

Essas proteinas que ligam carboidratos apresentam significantes
habilidades bioldgicas tais como a aglutinacdo de células vermelhas, linfécitos
células de plantas espermatozdides, fibroblastos, bactérias e fungos
(STRATFORD & KUMAR, 1994; HUDSON, 1995 e VAN DAMME et al., 1998).
Tendo aplicagdo em diversos campos clinicos tais como: tipagem de células
agentes e carreadores quimioterapeuticos, mitégenos, marcadores especificos de
microorganismos, taxondmicos e epidemiolégicos (VAN DAMME et al., 1998),
Algumas dessas proteinas na forma imobilizada s&o usadas na separagao,
purificagdo  tecnoldégica de  carboidratos, glicoconjugados, enzimas,
imunoglobulinas e células e deteccdo de doengas graves como nefropatias, mal
de Alzeihmer e tumores malignos (KABIR, 1998; NISHMURA et al., 2000).

Marcadores histoquimicos quando associados a lectinas de plantas tém
sido utilizados para estudar doencas malignas (YANAGIHARA & CHENG, 1999;
YU & LIN, 2000), bem como a caracterizagdo de padrbes celulares em diversos
tecidos humanos ou animais, in vivo ou in vitro (CLARK et al, 1995; JEPSON et al,




1996; SHARMA et al, 1996; DORSCHEID et al., 1999; TAKATA et al., 2000;
MANTIS et al., 2000; Yl et al., 2001)

Lectinas de plantas: interagdo com carboidratos e seu papel na indugéo de respostas

bioldgicas especificas.

A maioria das proteinas e muitos dos lipidios presentes nas membranas
s&o glicosilados e esses glicanos constituem sitios de ligagdo para lectinas (BIES
et al., 2004).

Lectinas ligam-se a glicanos presentes na membrana celular (FIGURA 1)
e podem aglutinar moléculas alvo, um passo central para iniciar uma via de
sinalizagcdo (GABIUS, 2001). Essas moléculas representam uma ferramenta para
o estudar o envolvimento de glicoproteinas de membrana no inicio da resposta
inflamatdria caracteristica da resposta inata (MURAILLE et al., 1999).

Argumenta-se que os sitios de algumas proteinas que ligam agulcares
estéo envolvidos com fendmenos bioldgicos relacionados ao sistema imune, ainda
que nao estejam esclarecidos 0s possiveis receptores e as vias bioquimicas que
fazem parte deles (McGREAL et al., 2004 e RUDD et al., 2004). O sistema imune
consiste de varios tipos celulares e moléculas que interagem especificamente para
dar inicio ao mecanismo de defesa do hospedeiro. As lectinas e os carboidratos
tém papel inicial na mediacéo dessas interagdes (NI & TIZARD, 1996).

Os carboidratos oferecem alta capacidade para camrear informagdes,
devido ao seu grande potencial de formar estruturas variadas. E importante
ressaltar que o arranjo estrutural dos carboidratos € complexo, e os agucares
podem existir como monossacarideos ou glicoconjugados (NATHAN & LIS, 1993).

Os polimeros de carboidratos insollveis s&o amplamente distribuidos nos
tecidos animais tanto quanto nos organismos patogénicos (RUDD et al., 2004),
eles contribuem para a estabilidade das proteinas (JOAO, 1992) e servem como
elemento estrutural e de suporte (van der STEEN, 1998). Em muitas instancias,
eles sdo uma fonte de informagé@o a ser decodificada pelos sistemas biolégicos
inclusive o sistema imune (Mc GREAL et al., 2004).



Figura 1. Interacdes das lectinas com carboidratos em membrana de célula do sistema imunolégico.

GLM (glicolipidios de membrana), GPM (glicoproteina de membrana), GPS (glicoproteina solivel),
LS (lectina solivel), LM (lectina de membrana), LSM (lectina solivel multivalente).
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Em virtude dos diferentes tipos celulares expressarem arranjos glicanos
diversos, nos Ultimos anos as moléculas de carboidratos tém sido implicadas nos
processos de adesdo e ativagdo celular, inflamacdo, metastases tumorais e

apoptose (NI & TIZARD, 1996; BIES et al., 2004).




Oligossacarideos podem formar epitopos que trazem consequéncias
funcionais ao receptor de ligagdo. Podendo dar inicio a algumas atividades
biolégicas através de mecénismos, que envolvem multiplas interagbes de
monossacarideos com receptores (ROYLE et al, 2002). Dois mecanismos
permitem que oligossacarideos fagam interagdo com seus receptores de elevadas
afinidade e avidez. Essa afinidade pode ser alcangada através de muliltiplas
interacGes da proteina ligante a varios subsitios em um Unico glicano ou de uma
proteina que tenha mdiltiplos sitios ligantes interagindo com os vérios sitios
apresentados pelo glicano (RUDD et al., 2004).

As interagbes células-carboidratos ndo sao restritas somenté aos
fendmenos patoldgicos, mas também s&o cruciais para as operagdes do sistema
imune (RUDD et al., 2004, Mc GREAL et al., 2004).

Varios estudos demonstraram que as lectinas de plantas sdo potentes
mitdgenos. No entanto uma mesma lectina pode atuar como mitogénica,
comitogénica e antimitogénica, dependo das condicdes experimentais
(KILPATRICK, 1999 e MURAILLE et al., 1999). Presumivelmente as lectinas ditas
mitogénicas ligam-se ao complexo receptor de células T e assim podem promover
um sinal coestimulador positivo conduzindo a producdo de interleucina 2 (IL-2),
conduzindo a proliferagao celular (GAULTON & WILLIAMSON, 1994).

As diferengcas no reconhecimento de glicoproteinas presentes na
superficie de linfécitos podem direcionar a via estimulatéria da mitogénese ou
permitir a identificacéo seletiva de subpopulacdes, pelas lectinas de plantas
(BARRAL-NETO et al, 1992), que tém sido usadas para caracterizar
subpopulagdes de leucdcitos (KILPATRICK, 1999 e SHERBINI, et al., 2000).

Vérias lectinas vegetais demonstraram ser mitogénicas para linfocitos.
Phaseolus vulgarns, Canavalia ensiformis, Canavalia brasiliensis, e Dioclea virgata
estimulam células T. A lectina pokeweed (PWM) é seletiva para linfécitos humanos
do tipo B. Dentre as lectinas da subtribo Diocleinae, Dioclea rostrata e Cratylia
floribunda ativam a producéo de interferon gama (IFN-y) (BARRAL-NETO et al,

1992).




A ligacdo de peanut agglutinin (PNA), também pode ser correlacionada
com a diferenciagéo ou ativagéo de linfocitos T e a capacidade de apresentagédo
de antigenos por macréfagos e células B (SHERBINI et al., 2000) e Artocarpus
heterophilus (jacalina), especifica para residuos de N-acetil-D-glucosamina é
fortemente mitogénica para linfécitos TCD4+ (KABIR, 2000).

Algumas lectinas mitogénicas tais como Con A, PHA, PSA e LCA e a
lectina n&o mitogénica de gérmen de trigo (WGA) podem induzir a secrecéo de
citocinas como IL-2, IFN- e IL-12 (MURAILLE ef al., 1999). Especificamente a IL-
12, que € produzida por varios tipos celulares, apresenta atividade pro-
inflamatdria, estimula a producéo de IFN-y o qual ativa os macréfagos e aumenta
sua eficacia na eliminagdo de patdgenos. Alguns estudos tém apontado essa
citocina como crucial nos eventos iniciais da resposta imune contra organismos
patogénicos diversos (MURAILLE et al., 1999)

Lectinas vegetais e seus efeitos nas pragas que afetam culturas agricolas.

Os insetos constituem a maior e mais diversificada classe do reino animal.
Essa classe € constituida por organismos que parasitam plantas ou colheitas e
animais diversos. Os besouros da ordem Coleaptera e as larvas Lepdoptera, além
de causarem danos fisicos as sementes que estdo no campo ou s&o estocadas,
predispGem as espécies vegetais ao ataque de fungos e bactérias.

A melhor forma de controlar essas pragas tem sido a utilizagdo de
produtos quimicos. No entanto, esses produtos apresentam poder de
contaminacgao, intoxicagdo e geram desequilibrio ecoldgico (SAITO & LUCCHINI,
1998) e resisténcia (GALLO et al., 2002).

Algumas pesquisas in vitro demonstraram que as lectinas presentes nos
vegetais podem protegé-los contra a agao de predadoi‘es e de pragas (FITCHES
et al., 1997; FITCHES & GATEHOUSE, 1998, MACHUKA et al., 2000).

A vicilina, proteina de defesa, presente em cultivares do feijao de corda
(MACEDO et al., 1993 e 1995) e algumas proteinas toxicas como a canatoxina
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isolada da Canavalia ensiformis (CARLINI ef al., 1997) e a zeatoxina isolada de
Zea mays (MACEDO et al., 2000), demonstraram atividade inseticida contra o
bruchideo Calosobruchus maculatus.

Lectinas especificas para residuos de manose demonstraram efeito
inibitdrio sobre o desenvolvimento de estagios parasitarios das ordens Coleoptera,
Lepidoptera e Homoptera (FOISSAC et al., 2000). Essas proteinas podem ligar-se
a receptores carboidratos presentes nas células intestinais de insetos e causar
danos (FITCHES et al., 1997; FITCHES & GATEHOUSE, 1998; FITCHES et al.,
2001).

Algumas lectinas de plantas, quando incorporadas em sementes artificiais,
demonstraram efeito inibidor sobre o desenvolvimento de C. maculatus
(MURDOCK et al, 1990; HUESING, 1991). No entanto poucas proteinas
demonstraram efeito sobre o desenvolvimento da espécie Z. subfasciatus,
(CARDONA et al., 1990; MACEDO et al., 2002).

As células do intestino médio dos insetos predadores de plantas sé@o
revestidas por uma membrana organizada num arranjo de quitina (4-13%),
embebida numa matriz composta de proteinas e carboidratos (21-51%) e residuos
de N-acetil-D-glucosamina, denominada de membrana peritréfica (RICHARDS &
RICHARDS, 1997). Uma vez ligada a essa membrana, uma lectina pode interferir
no processo de digestéo e absor¢édo do inseto (ZHU et al., 1996) ou no processo
de formagdo da membrana e penetrar nas microvilosidades permitindo a
destruicdo do intestino pelo material de ingesta (HARPER & HOPPINKS, 1997,
HARPER et al., 1998).

Recentemente, muitos trabalhos foram produzidos detalhando o
mecanismo de acgdo de algumas das lectinas experimentadas contra varios tipos
de insetos fitopatégenos.

A ligagdo da GNA e Con A com as microvilosidades e a membrana
peritréfica permitiu a passagem de proteinas do intestino para os tubulos de
Malpighi, na larva do tomate, Lacanobia oleracea, sugerindo que ambas as
lectinas parecem exercer efeitos sistémicos nessa praga (FITCHES et al., 2001).

Essas larvas apresentaram alteragbes na atividade enzimatica das
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microvilosidades intestinais (FITCHES et al., 1997; FITCHES & GATEHOUSE,
1998), quando alimentadas com dieta semi-artificial.

A lectina LOA causou grande mortalidade e cessagao da alimentagdo em
larvas de Maruca virata, da ordem Lepidoptera (JACKAI & RAULSTON, 1998 e
MACHUKA et al., 1999). As larvas receberam dietas artificiais e foram observadas
quanto aos parametros: sobrevivéncia, peso, inibicdo da alimentagédo, pupagéo e
fecundidade. A lectina de Galanthus nivalis (GNA) também alterou todos os
parametros bioldgicos, observados em parasitas dessa mesma ordem (MACHUKA
et al., 1999).

Quando alimentadas em curto e longo periodo de tempo com dieta semi-
artificial contendo as lectinas de Galanthus nivalis (GNA) e Canavalia ensiformis
(Con A) larvas de Lacanobia oleracea apresentavam alteracées na atividade
enzimatica das microvilosidades intestinais (FITCHES, GATEHOUSE &
GATEHOUSE, 1997; FITCHES & GATEHOUSE, 1998). As larvas que foram
alimentadas, por longo tempo, com as duas lectinas, exibiram redu¢éo no peso da
ordem de 50 a 60%. /n vitro, foi observado que a Con A se ligava tanto a
membrana peritréfica das larvas quanto as microvilosidades, enquanto que a GNA
ligou-se mais especificamente a estas lltimas estruturas (FITCHES, GATEHOUSE
& GATEHOUSE, 1997; FITCHES & GATREHOUSE, 1998 e FITCHES et al.,
2001). '

A'ligacdo da GNA e Con A com as microvilosidades permitia a passagem
de proteinas do intestino para os tubulos de Malpighi da larva do tomate,
sugerindo que ambas as lectinas pareciam exercer efeitos sistémicos na praga
(FITCHES et al., 2001).

Larvas de Ostrinia nublilais, a broca do milho, quando receberam dieta
artificial contendo a lectina do gérmen de trigo (WGA), por 72 horas, mostraram
pouco aumento no peso (HARPER, HOPPKINS & CZAPLA, 1998). A microscopia
revelou que, apos 24 horas de ingestdo da lectina, a membrana peritréfica das
larvas apresentava irregularidades em sua morfologia e, em 48 horas, a mesma
encontrava-se destruida. A WGA, marcada com peroxidase, foi detectada,

principalmente, nas microvilosidades e na membrana peritrofica (CZAPLA &
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LANG, 1990), demonstrando que interferiu na formagao desta membrana, abrindo
acesso nas microvilosidades para que o material de ingesta concluisse a
destruicdo da area (HARPER & HOPPKINS, 1997 e HARPER, HOPKINS &
CZAPLA, 1998).

A espécie Maruca virata, da ordem Lepidoptera, constitui uma importante
praga do feijdo na Africa e Asia (SINGH et al., 1990), contra a qual varias lectinas
ja foram testadas. As larvas receberam dietas artificiais e foram observados dados
relativos aos parametros: sobrevivéncia, peso, inibicdo da alimentagio, pupacéo e
fecundidade. Somente as lectinas de Listera ovata (LOA) e de Galanthus nivalis
(GNA) foram eficazes em todos os parametros observados (MACHUKA et al.,
1999). A lectina LOA foi a que causou maior mortalidade larval e cessacéo da
alimentacao (JACKAI & RAULSTON, 1998 e MACHUKA et al., 1999).

A lectina galactose-especifica de Sphenostylis steneocarpa (MACHUKA et
al., 1999) foi testada em relagéo a sua interferéncia sobre o desenvolvimento de
Calobruchus maculatus e Maruca virata. A mortalidade das larvas de C. maculatus
foi de até 88%, entre 07 e 13 dias, com uma dieta de 0,2-5,0% (peso/peso). O
efeito deletério sobre as larvas de M. virata somente ocorreu quando essa lectina
foi adicionada em uma dose extremamente alta na dieta (MACHUKA et al., 2000).

TRIGUEROS et al., 2000, observaram uma diminuicdo do poder inseticida
da lectina de Lathyrus ochrus, sobre as larvas de Drosophila melanogaster,
quando associada ao seu agucar inibidor glucose.

Lectinas de origem vegetal com especificidade para quitina.

Cinco familias de lectinas apresentam e;peciﬁcidade pela quitina:
Solanaceae, Gramineae, Amaranthaceae, Papaveraceae e Urticaceae. E essas
proteinas tém demonstrado efeito sobre o desenvolvimento de organismos que
contém este polimero em sua estrutura, tais como fungos e insetos (POWELL et
al., 1995, CIOPRAGA et al., 1999; FITCHES et al., 2001).
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Essas proteinas s&o ditas possuidoras de dominio heveina. Uma vez que,
possuem unidades estruturais de aproximadamente 40 residuos de aminoacidos
com sequéncia similar a da heveina, proteina extraida do latex de Hevea
brasiliensis constituida de 43 aminoacidos e que possui um lnico dominio ligante
(BROEKAERT et al., 1990). Muito embora as lectinas de Cucurbitaceae se liguem
a quitina e nao apresentem esse dominio heveina (VAN DAMME et al., 1998).

Dessas familias fazem parte hololectinas como a UDA (Urtiga dioica) que
inibe o crescimento de fungos (BROEKAERT et al., 1989) e a WGA (aglutinina do
gérmen de trigo) que tem sido muito explorada em sua atividade inseticida e
demonstrou afetar o crescimento das larvas que atacam o arroz (POWELL et al.,
1995) e das que produzem a broca milho (HARPER, HOPPKINS & CZAPLA,
1998).

Talisia esculenta (St. Hill) Radlk.

Originaria da parte Ocidental da Amazdnia e bem adaptada ao calor e
clima Umido, a planta Talisia sp encontra-se distribuida desde nas regides Norte e
Nordeste do Brasil e na regido Amazénica da Colémbia, e em paises como o Peru
a Bolivia, o Paraguai e a Argentina. E uma Sapindaceae de médio porte, que tem
como sindnimos boténicos Sapindus esculentus e Sapindus edulis (St. Hill).
Apresenta como nomes populares em portugués: pitomba, pitomba-rana, olho de
boi, pitomba de macaco; em inglés, pitombeira is the tree e francés pitoulier
comestible. Existem aproximadamente 40 espécies do género Talisia, oito das
quais tem furtos comestiveis, sendo as mais importantes T. esculenta e T.
oliviformis (SILVA, 1996).

Essa planta atinge de 9 a 14m, suas.folhas s&o alternadas, com 2 a 5
pares de folhas verde escuras. As flores sdo pequenas e ocorrem em paniculos
apicais. Os frutos (Figura 2) sdo de exocarpo coriaceo marron, dispostos em
cachos, atingem de 1.5 a 2.5cm de diametro. As sementes, de formato
arredondado ou elipséide, germinam entre 24 e 35 dias. S&o cobertas por uma
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polpa esbranquigada ou translicida e adocicada. Uma arvore madura pode
produzir cerca de 45kg de frutos anualmente (CLEMENTE & SILVA, 1994 e
SILVA, 1996).

- Na regido Amazdnica e no Nordeste essa produg¢ao ocorre de dezembro a
fevereiro. Onde os frutos sé@o consumidos frescos ou sob forma de sucos. A seiva
e as nervuras das folhas s@o utilizadas como veneno para peixes de agua doce.

As sementes cozidas, na regiao Amazénica, servem para o tratamento de
diarréias em criangas (VILLACHICA, 1996).

A lectina de Talisia esculenta (St. Hill) Radlk e suas atividades biologicas.

A lectina que foi obtida das sementes de Talisia esculenta Radlk, € uma
glicoproteina, que apresenta em sua estrutura 12 a 18% de acglcares neutros
MACEDO et al., 2002.

Os principais estudos sobre essa lectina foram feitos por FREIRE et al.,
2001 e 2003; MACEDO et al., 2000 e 2002.

FREIRE et al,, 2001 e 2003 realizaram os primeiros estudos bioquimicos
dessa molécula. Estes autores encontram uma solubilidade em torno de 40 a 50%
da proteina em tampdes salinos, em virtude do elevado teor de aminoacidos
hidrofébicos, que ela encerra. Além disso, a mesma requer ions Ca*? para exibir
atividade biolégica. A lectina purificada demonstrou estabilidade na faixa de pH 3 a
9 e em temperatura de 37 a 60°C. As fragdes obtidas nas cromatografias de
exclusao molecular e em coluna de afinidade, quando submetidas a eletroforese
PAGE-SDS (Figura 3), mostraram que a TEL consiste de duas subunidades de 20
e 40 kDa, ligadas nao covalentemente. Quando a massa molecular aparente foi
determinada em presengca dos acgucares inibidores manose-glucose, foi
encontrado o valor de 40kDa, o que sugere ser esta lectina um dimero de 20kDa.
Quatro isoformas foram obtidas quando a TEL foi submetida a recromatografia em
coluna de fase reversa. E o pl encontrado para TEL foi de (5,18 a 6,28 subunidade
40kDa e 5,18 a 7,51 para a subunidade de 20kDa).
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Nos ensaios de atividade hemagiutinante o extrato bruto das sementes
aglutinou todos os tipos os grupos sanguineos de humanos, apresentando maior
especificidade para 0s grupos A e AB, relativamente ao sangue de animais essa
atividade foi mais intensa para eritrécitos de galinha e hamster, embora em menor
proporg&o seja observada aglutinagéo em eritrécitos de boi, cameiro e coelho. Os
monossacarideos que apresentaram efeito inibitério sobre a TEL foram Manose,
glucose e N-acetil-D-glucosamina (MACEDO et al., 2002 e FREIRE, 2003).

A seqléncia de aminodcidos das isoformas da TEL ndo apresentou
homologia com outras lectinas obtidas de plantas, relacionadas no banco de
dados NCBI-Blast. No entanto, a mesma apresentou homologia com outras
proteinas tais como: o inibidor de Kunitz, presente em sementes de Psocarpus
tetragonolobus (MANEN et al., 1991), o precursor de uma proteina de 21 kDa
(ASP) oriunda das sementes de cacau (TAl et ai,, 1991), os inibidores de alfa-
amilase e subtilisina (RAGI) do arroz (OHTSUBO & RICHARDSON, 1992) e as
proteinas de reserva precursoras da sporamina A e B (SPRB e SPR1) da batata
doce (HATTORI et al., 1997).

kg . & 3
57 |-
Figura 2- Fragges de TEL (Eletroforese = 1
em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS 43 m
12,5%). (=
30, [rem—
1. Marcadores  moleculares W s
padroes; _
20;
2. Llectina de T. esculenta
(TEL) o
\ 9440 OSSR
3. Lectina de T. esculenta em ReA ;
presenga de Ditioteitol (DTT).




16

Recentemente foram feitos por FREIRE et al., 2001 e 2003; MACEDO et
al., 2000 e 2002, alguns estudos relativos a atividade bioldgica da lectina de T.
esculenta.

A lectina isolada das sementes de T. esculenta induziu a migracdo de
neutréfilos e de células mononucleares quando aplicada nos modelos da bolsa de
ar subcutanea e da cavidade peritoneal de camundongos. Essa migracdo foi
afetada pelos aglcares D-manose (80%) e D-glucose (51%). Essa lectina também
apresentou efeito edematogénico dose-dependente, com intensidade maxima
observada em 4 horas (FREIRE, 2003).

Essa lectina demonstrou interferiu no crescimento de bactérias e causou a
inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos (FREIRE et al., 2001 e 2003).

Concentragdes variando de 0.5-2.0% (w/w) convertidas em sementes
artificiais demonstraram efeito inseticida para as larvas de Calosobruchus
maculatus e Zabrotes subfasciatus (MACEDO et al., 2000). Essa proteina exibiu
resisténcia as enzimas digestivas de C. maculatus e de Z. subfasciatus, até 48
horas de incubacdo. E o efeito dela sobre o desenvolvimento das larvas dos
bruchideos foi totalmente abolido na presenca do aglicar manose, enquanto que a
glucose inibiu parcialmente o peso e a sobrevivéncia dos mesmos (MACEDO et
al., 2002; FREIRE, 2003).

Das poucas proteinas que demonstraram efeito sobre o desenvolvimento
da espécie Z. subfasciatus, essa foi a primeira lectina de planta citada na literatura
(MACEDO et al., 2002).

A resposta Imunologica

O funcionamento do sistema imune animal depende da comunicagédo
entre varias populagdes e subpopulagdes celulares, da regulacdo das respostas
no nivel genético e das interagdes especificas na superficie celular, mediadas por
agentes regulatérios soluveis.

A resposta imunolégica € um processo de acomodacéo variavel, que leva

0s animais a produzirem células reativas e anticorpos, em resposta a uma grande
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variedade de moléculas e de macromoléculas orgénicas, especialmente proteinas.
Somente os vertebrados apresentam sistema imunolégico complexo, o qual é de
importancia vital para esses organismos, constituindo o principal meio de defesa,
ndo somente contra agentes infecciosos, como também outros agentes, tais como
aloenxertos, hemdacias, podlens, drogas € mesmo a constituintes do préprio
organismo nos processos de auto-imunidade. Originalmente, o interesse no papel
da imunidade era devido principalmente a seu desempenho contra infecgdes, mas
ha muito foi evidenciado que a resposta imunoldgica pode ser induzida contra uma

imensa variedade de substancias.

Resposta Inata

O cendrio da imunidade inata € constituido pelas barreiras epiteliais, por
células leucocitéarias (neutrofilos, macréfagos e célula NK), pelas proteinas
circulantes (colectinas, pentraxinas e elementos do sistema complemento) e pelas
citocinas (IL-1, IL-12, TNF, IFN-y, quimiocinas, etc) (MURAILLE et al., 1999;
HOFFMAN et al., 1999).

A imunidade inata utiliza moléculas de reconhecimento para identificar
estruturas antigénicas que podem estar presentes em patdégenos ou serem
inoculadas no hospedeiro, de alguma forma limitando seu poder de invaséo
(PETERSEN et al., 2001: RUDD et al., 2004).

Os precussores das células dendriticas (CD), apresentadoras de antigeno
(APCs), se desenvolvem na medula 6ssea e vao através da circulagdo sangtinea
para os tecidos, onde se diferenciam e |& permanecem em estado estacionario
(BANCHEREAU & STEINMAN, 1998). Subpopulagdes dessas células migram
para os linfonodos, onde interagem com as populagdes de celulas T (HUANG et
al. 2002, KIM et al., 2003). Continuamente essas células apresentam antigenos
nos tecidos (CAMELO et al., 2004).

A interacé@o entre as APCs e os antigenos ou os patégenos € um passo
critico para a produgdo da imunidade. Alguns produtos especificos de patégenos
podem prover a maturacéo de células dendriticas. Extratos da toxina derivada do




18

Vibrio colerae pode induzir a maturacdo de células CD2. Essa toxina estimula a de
resposta do tipo Ty2, in vivo (GAGLIARDI et al., 2000) Por outro lado algumas
proteinas derivadas de outros microorganismos estimulam a resposta do tipo Ty1.
No entanto, produtos microbianos podem induzir uma diferenciacdo mais
complexa. Essas interagbes entre patégenos e CDs sdo mediadas por produtos
desses microorganismos e moléculas de reconhecimento especificas ou
receptores padrées de reconhecimento (PRRs), tais como: o Toll-like (TLR)
(BOONSTRA et al., 2003 e GELMAN et al., 2004) e a lectina tipo-C (GADJEVA et
al., 2001, van KOOYK & GEIJTENBEEK, 2003).

As células apresentadoras de antigenos expressam uma variedade de
moléculas de reconhecimento que permitem a discriminagdo entre o self e o not-
self e sdo bem conhecidas por sua habilidade de reconhecer e intemalizar
antigenos (McGREAL et al., 2004). Dentre esses receptores protéicos, algumas
lectinas que compdem sistema imune, estdo implicados nesse reconhecimento de
carboidratos (GADJEVA et al., 2001).

A maneira pela qual as células apresentadoras de antigenos (macréfagos,
células dendriticas e células B), fazem o reconhecimento desse material e os
internaliza, para apresentacé&o as células do sistema imune adaptativo determinara
a qualidade da resposta imune (Mc GREAL, et al., 2004).

O papel das moléculas co-estimuladoras na interacdo entre as APCs e as
células T € critico para uma eficiente producé&o de reposta de célula T do tipo
reguladora (LOHR et al., 2003) ou efetora (STRAW et al., 2003, MUNN et al.,
2004). A ativag@o das células T requer no minimo dois sinais. O reconhecimento
do complexo peptideo-MHC pela célula T, que € o sinal 1, sendo o sinal 2 provido
pela interacdo entre as moléculas co-estimuladoras (CROFT, 2003). Essa co-
estimulagdo pode envolver interagdes de varios pares de receptores e ligantes
expressados pelas APCs e células T (ITANO & JENKINS, 2003)

A sinapse imunoldgica madura entre a célula T e uma APC envolve uma
reorganizacao espacial dos receptores de superficie da célula T e dos ligantes da
APC, com ativag&o do complexo supramolecular TCR-peptideo-MHCI. Resultando
numa interagéo estavel entre as duas células (RUDD et al., 2004).
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Alguns fagécitos eliminam invasores através da utilizacdo do sistema
fagdcito-oxidase (REMICK & VILLARETE, 1996) e ainda produzem citocinas que
participam como mediadores da inflamagao e reparagao teciduais, no sitio aonde
se encontra o antigeno (LEVI et al., 2002 e LEVI et al., 2003). Varias citocinas
atuam no recrutamento e na ativagcdo de leucdcitos, seja amplificando o poder
fagocitario dessas células ou estimulando as respostas das células NK e células T
(RIEDEMANN et al., 2003).

As moléculas produzidas pela resposta imune inata estimulam a resposta
imune adquirida e influenciam sua natureza (FEARON & LOCKSLEY, 1996).
Macrofagos ativados por antigenos e pelo IFN-y, produzem substancias co-
estimuladores que proporcionam tanto a ativagao das células T quanto a produgéo
de IL-12 (MURAILLE ef al., 1999) e isso estimula a liberagdo de IFN~y, pela célula
T. Neste contexto, os produtos da ativacdo do sistema complemento oriundos da
via alternativa fornecem os segundos sinais para a ativagéo das células B e a
produgao de anticorpos (CARROLL & PRODEUS, 1998).

Resposta Adquirida.

Mediada por anticorpos

A eliminagdo de antigenos mediada pelos anticorpos requer a participacéo
de mecanismos efetores tais como células fagocitarias e o sistema complemento
(FISCHER et al., 1998; CARROLL & PRODEUS, 1998).

A primeira exposicdo a uma molécula seja através de infecgdo ou por
vacinagdo, induz a ativagdo dos linfécitos B virgens (POWRIE & COFFMAN,
1993), que se diferenciam em células produtoras de anticorpos e células de
memoria (OLCHSENBEIN et al., 2000; ZINKERNAGEL, 2002).

A ligagéo especifica do antigeno as regides varidveis das moléculas dos
anticorpos, induz alteragdes conformacionais das. suas regides constantes das
cadeias pesadas. Essas alteracbes proporcionam a ligacdo das regibes do
complexo antigeno-anticorpo aos receptores ¢ e aoc complemento e desse modo
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desencadeiam as funcdes efetoras desses anticorpos (DEMPSEY et al.,, 1996;
FISCHER et al, 1998). Que em sua maioria sdo mediadas pelas regides
constantes da cadeia pesada das imunoglobulinas.

A capacidade de neutralizar € a unica fungdo que decorre somente da
ligag&o do antigeno a molécula de anticorpo (DIMMOCK, 1993; JANEWAY, 2001).

As moléculas de imunoglobulina D e M, s&o receptores de antigenos
presentes em linfocitos B virgens, e adicionalmente IgM ativa 0 complemento pela
via classica (ROOST et al, 1995). Algumas subclasses de IgG, opsonizam
particulas e ligam-se aos receptores Fc presentes macréfagos e neutréfilos para
facilitar a fagocitose e ainda ativam a via classica do sistema complemento. A IgA
é principal classe produzida no sistema imune de mucosa, é secretada para dentro
do lumen dos tratos digestdrio e respiratério e responde pela defesa nessas vigs
(MACPERHERSON et al., 2000). Moléculas de IgE ativam mastocitos e eosindfilos
quando ligadas aos receptores Fc dessas células e respondem as substbancias
alergénicas.

Os desafios com antigenos variados estimulam o desenvolvimento de
células T auxiliares, notadamente as subpopulagdes Ty1 ou Ty2, que liberam
citocinas e durante o processo de ativacdo das células B, induzem a troca dos
isotipos de cadeias pesadas (CROIX et al., 1996).

As Citocinas derivadas de Tx1, tais como IL-2 e IFN-y induzem as células B
a produzirem 1gG2a, enquanto que citocinas de Tu2 (IL-4 e IL-6) participam da
diferenciacéo e ativagdo de células B secretoras de IgG1(POWRIE & COFFMAN,
1993).

Vias de indugéo da resposta imunologica.

A via subcutanea

Essa é a rota mais freqlentemente utilizada para a imunizagéo de
animais, pela facilidade de acesso, porque permite a aplicagéo de grandes
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volumes e a absorcao lenta do antigeno. Essa via oferece meio para uma melhor
disseminagdo de emulsées, nela o antigeno esta livre de algumas interferéncias,
que ocorrem no trato digestdrio e no respiratério. Além do que a via subcuténea
proporciona o desenvolvimento de reagéo inflamatdria.

Algumas pesquisas tém testado diferentes tipos de proteinas
(LAUTERSALGER et al., 2003), inclusive lectinas (DANTAS et al., 2000; YOON et
al., 2003), que s&o injetadas no tecido subcutéaneo, como imundgenos. No entanto,
a grande maioria dos experimentos explora a atividade imunomoduladora dessas
proteinas quando s&o reconhecidamente imunogénicas (ALBUQUERQUE et al.,
1999; DANTAS et al., 2000; DUTTA, 2002; TRIPATHI & MAITI, 2005).

A associacdo KLM-C+KLH (Viscum album coloratum) administrada uma
unica vez produziu uma resposta humoral que exibiu um pico aos 28 dias,
declinando suavemente e se manteve até os 70 dias. Quando outro grupo de
animais foi imunizado e recebeu dois reforcos com intervalo de duas semanas
cada a resposta primaria foi significativamente elevada, ocorreu um pico no 28°
dia e um elevado nivel de anticorpos foi mantido até os 70 dias. A andlise dos
isotipos de imunoglobulinas demonstrou que haviam sido produzidos altos titulos
para IgG1, IgG2a e IgG2b (YOON et al., 2001). Essa lectina modulou a resposta

humoral para o antigeno KLH.

A via nasal.

Alguns sitios anatémicos tais como as mucosas apresentam-se como uma
barreira aos linfécitos e a outras células efetoras, desse modo, nestes locais a
imunidade é mediada por anticorpo (PARTIDOS, 2000; DAVIS, 2001; JEPSON et
al., 2004).

As mucosas dos tratos digestdrio e especialmente a do respiratério sao as

vias de entrada de antigenos e colonizagdo por diversos patdgenos
(SANSONETTI & PHALIPON, 1999; NUETRA et al., 1999; CLARK & JEPSON,
2003). A indugédo de imunidade sistémica e local, nessas vias € um mecanismo
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atrativo para a prevencéo de infeccbes (LAVELLE et al., 2001 JEPSON et al,,
2004, BIES et al., 2004).

A mucosa nasal é o primeiro ponto de contato do organismo animal com
os- antigenos inalados. Por conseguinte, a imunizagdo intranasal tem emergido
como rota potencialmente promissora para a obtencdo de imunidade de mucosa e
sistémica (McGHEE et al., 1999; DAVIS, 2001).

Essa mucosa é relativamente permeavel comparada com outras, uma vez
que permite a passagem de moléculas de alto peso, oferece um ambiente menos
hostil que a mucosa intestinal e como as secregdes séo limitadas diluem menos os
antigenos que sdo nela administrados (JEPSON et al., 2004). Por outro lado
apresenta como desvantagem um baixo tempo de deposicdo de substancias,
proporcionado pelo intenso clearence muco-ciliar cujo tempo médio é de 5 a 10
minutos (MAYRHOFER, 1994; BIES et al., 2004) depois do qual parte desse muco
e direcionada a orofaringe.

Histologicamente a mucosa nasal possui um revestimento epitelial colunar
ciliado dotado de microvilosidades, que estd apoiado sobre uma lamina prépria
altamente vascularizada, rica em células imunocompetentes, capazes de induzir
prontamente o desenvolvimento da resposta imune (PARTIDOS, 2000).

O sistema imune associado as vias respiratérias pode ser dividido em trés
grupos de estruturas, que incluem agregados linféides localizados nas fossas
nasais (nasal-associated lymphoid tissue — NALT), na laringe (larynx-associated
lymphoid tissue — LALT) e nos brénquios (bronchus-associated lymphoid tissue —
BALT) (SMINIA & KRAAL, 1999). Nos murinos, O NALT localiza-se sob o epitélio
do trato respiratorio, € constituido primordialmente de agregados de células B,
com células T dispersas e dotado de centros germinativos bem desenvolvidos
(ANDOH et al., 2002), com poucos plasmacitos em volta da mucosa.

A atuacado desses agregados linféides na resposta imune envolve ainda a
participagéo de vasos linfaticos que efetuam a drenagem do excesso de liquidos
tissulares do sistema respiratdrio e os linfonodos que filtram tais liquidos antes que
eles retornem a corrente sanguinea. HAYASHI et al., (1991) observaram que a

estrutura microvascular e sua correlagao com os subgrupos de linfocitos que
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predominam no NALT sa@o similares aquelas encontradas nas tonsilas e nas
placas de Peyer.

O NALT exibe notaveis similaridades com as placas de Peyer do intestino,
embora apresente diferencas no padréo de migragdo celular/linféide e nas
propriedades de ligagéo das high endotelial venules (HEV) (KUPPER et al., 1992).
Segundo GIANNASCA et al., 1997, as células M do NALT séo caracterizadas pela
presenca de diferentes receptores de superficie celular, ricos em glicoconjugados,
que podem influenciar tanto na apreensdo quanto na resposta imunolégica para
antigenos inalados.- Podendo permitir a captagédo de antigenos direcionados ao
tecido linféide nasal através do uso de lectinas (DAVIS, 2001).

O desenvolvimento do sistema linféide associado @ mucosa do trato
respiratério parece ser um evento precoce na vida neonatal de um organismo
animal. Estudos histoldgicos feitos por HAMELEERS et al., 1989, acerca do
desenvolvimento pds-natal do NALT em ratos revelaram a existéncia de pequenos
acumulos de linfécitos T e raras células néo linféides logo apds o nascimento. Em
tomo de 10 dias de idade, verificou-se a presenca de areas com distintas células T
e B, bem como vénulas de endotélio alto (HEV), linfocitos intraepiteliais,
macrofagos e células dendriticas. Possivelmente, estes achados indiqguem que o
uso da mucosa respiratéria como rota para a obtencéo de reposta imune eficaz
contra antigenos estranhos possa ser feito em individuos bem jovens.

Nas imunizagdes intranasais os principais sitios responsivos estdo nos
linfonodos cervicais posteriores (ANDOH ef al., 2002).

A administragdo de um antigeno numa mucosa pode conduzir a resultadas
conflitantes (DAVIS, 2001). Segundo PARTIDOS (2000), o balango entre a
imunidade e a tolerancia estd na dependéncia da natureza do antigeno, da sua
interagdo como o sitio ativo da mucosa e de alguns fatores tais como o uso de
adjuvantes, a frequiéncia e a dimens&o da dose e a genética do hospedeiro.

Ap6s uma imunizacao intranasal, o antigeno é captado pelas células M,
passado para as células linféides, presentes na lamina propria da submucosa,
sitio de processamento e apresentacdo. Isso resulta na ativagdo de linfocitos T
que auxiliam no desenvolvimento da resposta humoral elaborada pelas células B
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(WU, 1997; WU & RUSSEL, 1997). Muitos antigenos tém predilecéo pelas células
M, dentre eles as enterotoxinas do Vibrio cholerae (CT) e E. coli (LT), alguns virus
e bactérias enteropatogénicos (MAKELA et al., 2000).

HIROI et al., 1998, estudaram a expressao das células T de mucosa em
camundongos e sugeriram que o NALT é caracterizado por ser um meio no qual
ThO pode formar Ty1 ou Ty2. Entretanto, na passagem nasal observou-se uma
predominancia de Ty2, com apenas algumas células do tipo Ty1.

A resposta do tipo Ty1 € caracterizada pela produgéo das citocinas IL-2 e
IFN-y e a estimulagdo de células T citotdxicas. Na resposta do tipo Ty2 séo
produzidas as citocinas 1L4-1L-10, na qual a maturagéo de células B e a produgéo
de anticorpos (MAKELA, 2000). '

A interacédo entre um antigeno, as células M dispostas no revestimento
epitelial da mucosa nasal e o NALT dependera de uma variedade de fatores e, em
particular, da natureza fisica desse antigeno, na forma de particula ou solugéo, da
sua dose e da frequéncia do contato (SMINIA & KRAAL, 1999). Pequenas
quantidades de antigenos parecem ser suficientes para induzir as respostas
sistémica e local em algumas espécies animais NALLY ef al., 2001.

Os antigenos as serem instilados nas narinas podem ser encontrados em
diferentes apresentagdes farmacoldgicas tais como pds, suspensdes ou solugdes
na forma de particulas ou goticulas de tamanhos variados (DAVIS, 2001).
Grandes particulas passam aceleradamente na parte anterior dos turbinados e
seguem em direcdo a cavidade nasal posterior, enquanto que as pequenas sao
mais facilmente depositadas nessa mucosa. Essa deposi¢&do ocorre na camada de
muco, a qual é completamente removida pelos cilios em intervalos de 5 a 10
minutos, dai direcionada para a orofaringe € em seguida reposta por muco fresco
secretado pela mucosa (MAYRHOFER, 1994).

Antigenos sollveis sdo habeis em penetrar no epitélio nasal e interagir com
as células dendriticas, macrofagos e linfocitos e intraepiteliais. Em seguida, ocorre
movimentagéo de linfocitos, através da drenagem de liquidos tissulares, para os
linfonodos cervicais, e destes para os posteriores, onde havera expansao clonal e
aumento da populagéo de linfécitos capazes de responder ao estimulo original
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(WU & RUSSEL, 1997). O resultado na captagdo de antigenos sollveis ou
particulados podera ser a produgcdo de uma resposta da mucosa (local e
sistémica) ou o desenvolvimento de tolerancia (SMINIA & KRAAL, 1999).

E importante considerar que os antigenos administrados por via nasal
podem ser, em parte, deglutidos e atingir a mucosa oral. Para minimizar essa
condicdo, McGHEE et al. (1999) sugerem que o0s animais sejam anestesiados
antes do procedimento vacinal. No entanto PICKETT et al. (2000), consideraram
que a redugao do volume instilado pode conferir maior poder de acesso as
narinas.

EYLES et al.(1999) e BARAS et al. (1999) registraram que o0 uso de
antigenos particulados pela via intranasal produzia resposta humoral mais forte
que os mesmos antigenos sob a forma soluvel. No entanto OLSZESWSKA et al.
(2000) encontraram niveis de anticorpos relativamente altos utilizando antigenos
sollveis, mas respostas baixas quando administraram antigenos particulados no
sitio nasal.

GALLICHAN & ROSENTHAL (1995) observaram que a imunizac&o de
camundongos pela via nasal com um vetor expressando a glicoproteina B de
Herpes simplex induziu a resposta imune de mucosa e conferiu protecao contra o
desafio. Os mesmos autores observaram que esse tipo de imunizagdo também
induziu resposta no trato genital dos animais.

Foi observado que a imunizagdo intranasal com uma cepa de
Streptococcus pneumoniae inativada pelo calor gerou produgéo de imunoglobulina
A detectada nas fezes, sugerindo uma ligag@o entre o sitio de indugéo (nasal) com
o sitio efetor (intestinal) (HVALBYE et al., 1999). Curiosamente, quando esse
mesmo vetor foi inoculado por via oral, ndo houve a detecgéo de IgA nas fezes.

A imunizagao intranasal € considerada mais efetiva do que a via oral em
relagéo a producédo de resposta mucosa mais precoce e mais efetiva (WU, 1997;
WU & RUSSEL, 199; DAVIS, 2001). Além disso, o NALT e seus linfonodos
satélites podem manter memoria imunolégica por longo periodo. A conversao,
diferenciacdo e maturacdo dos isotipos de IgA em células secretoras de
imunoglobulina A, pode ocorrer antes que elas deixem o NALT (DAVIS, 2001).
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Peptidios sintéticos (WU, 1997, WU & RUSSEL, 1997, e lectinas
LAVELLE et al., 2000, LAVELLE et al, 2001), apresentaram-se mais
imunogénicos pela via intranasal do que pela via oral. E assim a imunizac&o nasal
pode ser mais efetiva que a oral, na produgao de resposta mucosa mais precoce e
mais efetiva (DAVIS, 2001).

A literatura exemplifica como a administracdo de antigenos intranasal
pode conduzir a uma resposta em sitios distantes. HORDNES et al. (1997),
DUPUY et al. (1999) e HVALBYE et al. (1999) demonstram que a administragéo
de antigenos por via nasal pode resuitar em melhores niveis de IgA intestinal do
que a prépria imunizagéo pela via oral. Esse efeito pode ser atribuido & dificuldade
na distribuicdo do antigeno nos sitios intestinais e a possivel degradagcéo da
estrutura do imundégeno no meio acido estomacal.

McCLUSKIE & DAVIS (2001), trabalhando com imunizagdes oral e nasal,
detectaram niveis de IgA em secregbes nasal, vaginal, pulmonar, salivar e
intestinal e em amostras fecais.

Mesmo assim, pouco se conhece sobre a manipulacdo de antigenos
soluveis na cavidade nasal (DAVIS, 2001). |

Algumas lectinas de plantas podem ligar-se especificamente nas células
epiteliais das mucosas e assim sendo conduzir um antigeno, ou por si so elicitar
uma resposta imune LAVELLE et al., 2000. '

Essas lectinas de plantas sdo altamente imunogénicas quando
administrados pelas rotas oral e nasal e podem eficientemente estimular as
respostas imunes sistémicas e de mucosa LAVELLE et al., 2000, LAVELLE et al.,
2001. E embora que n&o sejam conhecidos os receptores aos quais elas se ligam
na mucosa nasal, sabe-se que eles sdo determinantes dessa imunogenicidade
LAVELLE et al., 2000.

Substéancias administradas na via oral foram retidas no muco e assim
puderam ser absorvidas de modo mais eficiente (LEHR et al/, 1991; LEHR, 1994;
HUSSAIN et al, 1997). Contudo foi observado que na mucosa oral, residuos de
carboidratos presentes no muco poderiam interagir com lectinas, impendido seu
acesso a célula alvo (JEPSON et al, 2004).
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A lectina do tomate (TL) ligou residuos de N-acetil-D-glucosamina
presentes no muco intestinal de ratos e na superficie dos enterécitos desse animal
(LEHR et al, 1992).

Algumas pesquisas demonstraram que, a absorcdo intestinal de
substancias nas mucosas pode ser afetada pelo tamanho, carga e hidrofobicidade
da molécula (MANTIS et al., 2000) e pela acessibilidade do seu receptor
determinada pela localizagdo do mesmo dentro da camada de muco (FREY et al.,
1996; MANTIS et al., 2000).

Estudos de histoquimica mostraram que as lectinas de Ulex europeus 1
(UEA- 1), especifica para residuos a-L-fucose, ligou-se quase que exclusivamente
a células M de placas de Peyer de camundongos; enquanto que, Sambucus nigra
(JEPSON et al, 1996), Viscum album (SHARMA et al, 1996) seletivamente se
ligaram as células M e aos enterdcitos de humanos.

GIANNASCA et al., 1997, demonstraram que lectinas administradas pela
via intranasal em hamsters possuiam seletividade por células M. Possivelmente a
presenca de glicoconjugados nessa mucosa poderia permitir a ligagéo de lectinas.
De acordo com JEPSON et al., 2004, carboidratos da superficie das células M
podem ser reconhecidos por lectinas.

As lectinas de Maakia amurensis. tipo Il (MAL Il) e Ricinus communis
(RCA-1), na forma solavel se ligaram a células M e aos enterdcitos de coelhos
igualmente. Sob a forma de particula de 120nm a lectina de Ricinus communis
(RCA-1), falhou em se ligar a qualquer uma dessas estruturas (MANTIS et al.,
2000).

In vivo foi observado que, marcadores histoquimicos tais como a biotina, o
isotiocinato de fluoresceina (FITC) e a peroxidase (HRP) foram seletivamente
transocitados para dentro de células M de camundongos quando associados a
lectina UEA-1 (CLARK et al, 1995).

LAVELLE et al., 2000, investigaram a imunogenicidade da toxina do cdlera
da OVA e de algumas lectinas em camundongos, pelas rotas oral, nasal e
subcutanea. Os animais foram imunizados nos dias 01,14 e 35 do experimento,

com uma dose de 10ug dessas proteinas em 30uL de PBS, instilados 15uL em
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cada narina. Cada grupo recebeu PBS, OVA (grau V), aglutinina do gérmen de
trigo (WGA) e Lycossensicum esculentum (LEA), especificas para N-acetil-D-
glucosamina; Ulex europeus (UEA-I), especifica para fucose; Phaseolus vulgaris
(PHA), especificidade para aglcares complexos Mistletoe lectin (ML-1), galactose
especifica e CT (toxina do cdlera). Apds as trés imunizagdes dos animais com
OVA, foram detectados baixos titulos de anticorpos especificos para OVA, no
soro. A lectina ML-1, galactose especifica, foi fortemente imunogénica. No entanto
a administrac&o de 10upg/dose dessa lectina, pela via oral causou mortalidade e
afetou o peso dos animais, demonstrando sua toxicidade. Somente na dose
subtdxica de 1ug essa lectina demonstrou imunogenicidade. Muitas lectinas sdo
toxicas ou imunogénicas, mas ndo se conhece o efeito de repetidas doses
(CLARK et al., 2000).

A lectina LEA mostrou ser imunogénica pela via oral e também estimulou
tanto a resposta sistémica quanto a de mucosa quando administrada pela via
intranasal. Apés uma Unica dose foi registrada alta concentracdo de anticorpos
para esta lectina na via nasal, mas isso n&do foi conseguido com a administracéo
da lectina WGA de mesma especificidade. LAVELLE et al., 2000, ndo encontraram

correlacdo entre a especificidade dessas lectinas e a sua imunogenicidade.

Efeito Adjuvante de algumas lectinas

Vérias pesquisas experimentais, realizadas ao longo de 60 anos,
registraram no campo da imunologia, a utilizagdo de adjuvantes como moléculas
ou substancias capazes de reter antigenos particulados ou soldveis nos sitios de
inoculagdo e amplificar a resposta imunolégica direcionada a um antigeno
(AUDIBERT & LISE, 1993; GRUPTA et al., 1993, BOMFORD, 1998; SCHIJNS,
2000). Muito embora os mecanismos moleculares e celulares in vivo envolvidos e
o modo de agdo dessas moléculas, ainda estejam totalmente elucidados
(SCHIJNS, 2000; SINGH & O’'HOGAN, 2003).

De acordo com MATZINGER (1994), sinais oriundos de células

estressadas ou lesadas, iniciam uma resposta imune. Esses sinais também




29

podem provir de infeccbes, traumas, hipdxia, etc, mas n&o de células apoptdticas
(GALLUCCI et al., 1999). Nesse contexto, proteinas que induzem les&o ou
estresse, particularmente atuam como chaperonas para antigenos, desse modo
aumentando o aprisionamento e a capacidade de apresentacdo dos mesmos
pelas células apresentadoras de antigenos (SUTO & SRIVASTAVA, 1995;
COLACO, 1998).

Efeitos na musculatura tais como necrose das fibras e edema do tecido
intersticial, associados a um grande influxo celular tém sido observados em
algumas horas apds o uso da maioria dos adjuvantes, incluindo hidréxido de
aluminio e 6leos minerais (WIEDERMANN et al., 1991; YAMANAKA et al., 1992).
As respostas imunes podem ser porporcionalmente relacionadas as lesdes
teciduais. Essa habilidade de lesionar, por indugéo de uma rea¢ao local no sitio de
inje¢&o pode ser partilhada pela maioria das substancias usadas como adjuvantes
(SCHIJNS, 2000).

Diferentes classes de adjuvantes podem elicitar respostas do tipo Ty1 ou
Tw2 em camundongos, € embora 0s mecanismos relativos a elas, ndo estejam
esclarecidos, a ativacdo seletiva de diferentes tipos celulares da imunidade inata e
de seus receptores € aventada como uma possibilidade (ROMANI ef al., 1997). As
interleucinas IL-1 e IL-12 foram identificadas como sinais essenciais e suficientes
juntamente com TCR e IL-2 para ativar células T CD4 e CD8 (CURTSINGER et
al., 1999).

Algumas lectinas de plantas tém mostrado capacidade de induzirem a
sintese especifica de anticorpos contra a ovoalbumina e outros antigenos através
de diferentes vias de aplicag&o.

Lectinas com diferentes especificidades, tais como a ricina, a ML-1 e UEA,
tem demonstrado pdtencial como adjuvantes ou carreadores devido a capacidade
de ligacdo aos carboidratos presentes nos diferentes tipos celulares (CLARK ef al.,
1995).

ALBUQUERQUE et al., 1999, demonstraram que a jacalina demonstrou
efeito adjuvante nas respostas primaria e secundaria humorais ao TNP e ao

antigeno constituido de epimastigotas do protozoario intracelular Trypanosoma
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cruzi. E a despeito dos adjuvantes classicos CFA e IFA, essas substancias nao
causaram lesdes no sitio de inoculagéo.

As lectinas de Arfocarmpus heterophyllus, jacalina e artocarpina
independentemente da sua especificidade por carboidratos, aumentaram a
resposta humoral para a OVA (DANTAS et al., 2000).

LAVELLE et al., 2001, testaram o poder adjuvante para a OVA, utilizando
imunizagdes intranasais, com as mesmas lectinas que eles investigaram a
imunogenicidade (WGA, UEA-I, ML-1, LEA e PHA) e a toxina do Vibrio cholerae
(CT). E observaram que a lectina MI-1, estimulou a producdo de altos titulos de
anticorpos anti-OVA, no soro e nas secregdes nasais de camundongos,
demonstrando elevado poder adjuvante na mucosa nasal. No entanto, sua alta
toxicidade inviabiliza o seu uso clinico. No entanto, a administragéo das lectinas
WGA, UEA-I, LEA e PHA em associagédo com a ova nao resultou em um aumento
significante de anticorpos especificos.

Os mais potentes adjuvantes de mucosa hoje conhecidos séo as toxinas
(CT e LT) produzidas por bactérias que fazem a colonizagdo de mucosa.
Camundongos imunizados com a toxina do cdlera (CT) apresentaram respostas
imunes do tipo Ty1 e Ty2 (PIZZA et al., 2001).

Os Ixodidas parasitas das espécies domésticas.

Existem no mundo cerca de 825 espécies de carrapatos, adaptadas a
diferentes ecossistemas, nos quais residem seus hospedeiros. Esses artépodos
pertencem a ordem /xodida composta por espécies cosmopolitas, as quais varias
parasitam animais de produgcéo zootécnica, de companhia ou de guarda.

No Brasil existem registros de sete géneros de Ixodidae, dentre os quais
estdo os géneros Boophilus sp (CANESTRINI, 1887) (EVANS et al., 2000) e
Riphicephalus sp (LATREILLE, 1807) BELLATO et al., 2003.

O género Boophilus sp foi introduzido no Brasil, com o gado trazido pelos
primeiros colonizadores portugueses e o Riphicephalus sp, veio provavelmente

com os colonizadores europeus no século XVI.
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A espécie B. microplus (Figura 4) parasita preferencialmente os bovinos,
no entanto pode se fixar em outros ruminantes e equinos (KLOMPEN et al., 1996).
Esse camrapato se desenvolve entre os paralelos 32° Norte e 32° Sul e tem
destacada importancia nos paises da América Latina, Africa e Oceania.

Todo o seu desenvolvimento se completa em um Unico hospedeiro em no
maximo 38 dias, no Nordeste brasileiro, e se constitui de uma fase parasitaria
sobre a pele do animal e outra ndo parasitaria, que acontece no solo. Essa fase
nao parasitaria tem inicio, quando as teledginas ou fémeas ingurgitadas, se
desprendem da pele do hospedeiro para realizarem a postura dos seus ovos no
ambiente. Os ovos sdo postos aos milhares, em massas, aderidos uns aos
outros. Quando essa fémea esgota a dindmica de conversao de alimento em ovo,
se afasta da massa, sendo denominada quendgena, e morre em seguida (EVANS
et al., 2000).

Geralmente, B. microplus forma grandes caldnias nos animais, que sugam
grande volumes de sangue, provocando anemia microcitica, discrasia sanglinea,
edemaciacdo. As perfuracbes deixadas na pele, oriundas da introdugcdo da
probdscida, juntamente com as contaminagdes secundarias da pele por outros
agentes, tais como larvas de moscas varejeiras, desvalorizam o couro, para
comercializacao (WIKEL et al., 1996).

Essa espécie € incriminada como vetor dos protozoarios, Babesia bovis
(SOARES et al., 2000a) e Babesia bigemina, e da bactéria Anaplasma marginale
agentes da Tristeza Parasitaria Bovina (WILLADSEN & JONGEJAN, 1999), de
virus (HAGLUND & GUNTHER, 2003), borrelias (SOARES et al., 2000b;
ANGUITA et al., 2003; PAL & FIKRIG, 2003 e HENGGE et al., 2003) e riquétsias
(JENSENIUS et al., 2004) que podem ser inoculados nos bovinos e nos humanos
no ato de sucg¢édo de sangue.

Através da sua saliva neurotoxinas também podem ser inoculadas e
causar sintomas neuroldgicos, febre, fraqueza, placas cutaneas (GORDON &
GlZA, 2004), bem como efeitos cardiovasculares (CAMPBELL et al., 2004).

A espécie Riphicephalus sanguineus vulgarmente conhecida como
“carrapato marrom do cao” (Figura 5) vive nos cdes domésticos das areas urbanas
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do Brasil e apresenta elevada adaptacdo aos domicilios, independente da
permanéncia dos caninos nesses ambientes (RIBEIRO et al., 1997; LABRUNA et
al., 2000).

Além dos caninos, esse parasita pode alimentar-se no homem
(HARRISON et al.,, 1997), em aves, répteis e em outros mamiferos (FERNANDES
et al., 2001). Experimentalmente, o coelho pode ser uma fonte de alimento para
todos os estagios dessa espécie (SARTOR et al., 1996).

Nos hospedeiros caninos esses carrapatos, fazem sua fixagéo entre as
mais diversas dobras da pele (axilas, pescoco, perineo na face interna das coxas)
e ainda no tecido inter-ungular, ouvido externo e na regido periocular RIBEIRO et
al., 1997; causando dermatites de graus variados (Mc-GINLEY-SMITH & TSAOQO,
2003). Nas infestagbes macicas podem ser encontrados parasitas € lesdes que se
distribuem por toda a superficie corporal (BELLATO et al., 2003, GONZALEZ et
al., 2004).

O ciclo biolégico do R. sanguineus utiliza trés hospedeiros e esse
parasita, nas algumas areas endémicas € capaz de completar até 2,5 geracdes
por ano (CRUZ-VAZQUEZ & GARCIA-VASZQUEZ, 1999). Cada estagio apos. a
succ¢do de sangue abandona o hospedeiro, para realizar uma muda no ambiente
(KOCH, 1982) e apds cada desprendimento, esses estagios procuram lugares
protegidos, sombrios e com pouca ventilacdo. Subindo em paredes, muros
arbustos, arvores e mobilias domiciliares, permanecendo quiescentes até a
préxima muda (SONENSHINE, 1993).

R. sanguineus, comprovadamente € o vetor de algumas doengas fatais
para caninos, geradas por agentes tais como bactérias do género Erlichia
(BREITSCHWERDT et al., 1998, ANDEREG & PASSOS, 1999); espiroquetas do
género Borrelia (SOARES et al., 2000) e protozoarios do género Babesia
(CACCIO et al, 2002). Além se ser transmissor da riquéstisia R. ricketsii
(JENSENIUS et al., 2004) bioagente da febre maculosa, zoonose letal para

caninos e para o homem.
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Essa espécie através de sua saliva induz paralisia flascida e eczema seco
em caes (LEMOS et al., 1997 b) também em leporinos e roedores seus
hospedeiros opcionais.

O tegumento dos Ixodida embora semelhante aos de outros artrépodes
possui estrutura e atividade variadas. O exoesqueleto cuticular € secretado a partir
da epiderme e é constituido de trés camadas acelulares (Figura 6). A epicuticula,
de aproximadamente 4um, da qual fazem parte algumas ceras e parafinas
(SOBBHY, et al., 1994), a exocuticula, composta de quitina e esclerotina, proteina
que confere rigidez a esta camada, e a endocuticula, a qual, apesar de ser a mais
espessa, € flexivel e se compde de proteinas variadas e também de quitina
(ESTRADA-PENA, 1993). Essa cuticula responde pela resisténcia do
exoesqueleto as adversidades ambientais e aos banhos acaricidas (WILLIS, 1999;
CSIKOS et al., 1999).

Figura 3 - desenho esquematico do tegumento dos /xodidas.
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De modo geral, a cuticula dos carrapatos € muito hidrofébica, contendo
apenas tragos de proteinas hidrossollveis, e as proteinas que estdo nas partes
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sujeitas a distensdo s@o basicas, em sua maioria (HACKMAN, 1982). Nessa
estrutura as associagdes moleculares s&o mantidas principalmente pelas ligagdes
hidrofébicas e pelas pontes de hidrogénio. No entanto, cuticulas com mais
proteinas &cidas tém muito mais contetido em quitina (HACKMAN & GOLDBERG,
1987). Por conseguinte, a arquitetura e a estabilidade das estruturas cuticulares,
s&o determinadas pelas caracteristicas de ligagéo das proteinas presentes, com a
quitina (HAMODRAKAS et al., 2002).

Estudos de ultraestrutura mostraram que, numa fémea de carrapato
completamente ingurgitada, as camadas do tegumento consistem de uma
epicuticula e duas procuticulas ou endocuticulas intema e externa, tais camadas
formam uma estrutura lamelar achatada que congrega um grande numero de
poros dilatados (DILLINGER & KESEL, 2002). Esse estagio é capaz de consumir
uma grande quantidade de sangue em relacdo ao seu peso e isso somente €
possivel, devido as caracteristicas da estrutura cuticular (ICONOMIDOU et al.,
1999, 2001).

A quitina € um polissacarideo nitrogenado, que esta presente tanto na
exocuticula quanto na endocuticula, desses parasitas em quantidade abundante.
Esse carboidrato confere grande poder de resisténcia a cuticula, embora as partes
esclerotizadas e, portanto, mais rigidas n&o sejam formadas por este polimero
(ESTRADA-PENA, 1993). Esse polimero nos carrapatos apresenta-se sob a forma
de microfibrilas embebidas numa matriz proteico-lipidica (DILLINGER & KESEL,
2002). Cujo teor varia entre as varias espécies de carrapatos e de acordo com o
sexo. As fémeas adultas em geral, apresentam mais elevado teor que os machos.
As espécies B. microplus (Ixodidae) e Argas robertsi (Argasidae) apresentam
respectivamente 3.8% e 9.9% desse polissacarideo na sua cuticula
respectivamente (HACKMAN & GOLDBERG, 1985). Na literatura n&o foram
encontrados dados relativos a espécie R. sanguineus.

A grande maioria dos insetos parasitas de plantas apresenta uma
membrana denominada peritréfica, no intestino médio organizada num arranjo de
quitina (4-13%), embebida numa matriz composta de proteinas e carboidratos (21-
51%) e residuos de N-acetil-D-glucosamina (RICHARDS & RICHARDS, 1997).
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Contra a qual muitas lectinas especificas para residuos de manose e/ou ligantes
de quitina tem sido testadas (POWELL et al.,, 1995; FITCHES et al.,1997;
HARPER et al., 1998, FITCHES & GATEHOUSE, 1998; FOISSAC ef al., 2000;
FITCHES et al., 2001).

Naturalmente, sob condi¢des ambientais adequadas a oviposicdo dos
carrapatos comeca apds o segundo dia de desprendimento da teledgina de seu
hospedeiro. Fémeas de Boophilus microplus chegam a 50% do volume total da
postura entre o 4° e 5° dias, e do 9° ao 14° dias ja estéo finalizando (AMARAL,
1993). Uma vez iniciada da postura a fémea morre num periodo de 2 a 15 dias,
embora, esse tempo possa ser alterado, dependendo das condi¢gées ambientais.

Existe uma correlagéo linear entre o tamanho e o peso das fémeas (PF) e
sua capacidade de oviposicdo (BENNET, 1974). Por essa raz&o a determinacgéo
do peso de conversdao maximo em ovos (PMOT) nas varias espécies de ixodideos
€ relevante para os testes de eficacia de produtos sejam eles comerciais ou em
desenvolvimento (BORGES et al., 2001).

O peso da quendgena (PQ) quando comparado ao peso inicial da fémea
(PI) reflete a capacidade de convers&o dos nutrientes em ovos, o que repercute
diretamente nos indices de eficiéncia reprodutiva (IER) e nutricional (IEN)
(AMARAL, 1993). A capacidade de conversdo do peso dos carrapatos em ovos
varia sazonalmente, animais inoculados com um mesmo numero de larvas em
diferentes estacOes climaticas, demonstram que a resposta fisiologica do animal
ao encurtamento do fotoperiodo proporciona um aumento na populacdo de
carrapatos no periodo de outono/inverno (BARRIGA et al., 1995).

Normalmente o periodo de incubagéo (PI) de B. microplus fica entre 22 a
26 dias, contados a partir do inicio da postura. A taxa de eclosé&o larval € subjetiva
e pode ser feita através do célculo do nimero de ovos eclodidos (FURLONG,
1990).

Fémeas ingurgitadas (AMARAL, 1993) e larvas (FERNANDES et al.,
2001) nédo alimentadas s&o os dois instares de escolha para os testes de

sensibilidade a moléculas in vitro. O teste mais comum é o da imersdo de
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teledginas numa formulagéo liquida do produto teste, nos tempos de 2 ou 5
minutos.

Pesquisas in vitro relativas aos parametros biolégicos da fase n&o
parasitaria do carrapato B. microplus, no Brasil, foram feitas por COSTA (1982)
BITTENCOURT et al., 1990 GLORIA et al.,1993 e BORGES et al., 2001.

GLORIA et al.,1993, verificaram que para espécie B. microplus, o periodo
de pré-postura foi de 2 a 4 dias, o periodo de postura pode variar de 5 a 18 dias, a
massa total de ovos postos esteve entre 87,1 a 225,3 mg. O peso da quendgena
(PQ) acontece quando termina o periodo de postura e variou de o periodo de
incubac&o dos ovos ficou entre 24° e o 27° dia e o percentual de eclosdo esteve
quase senpre em 100%.

BORGES et al., 2001 demonstraram que existe uma variagdo sazonal na
conversao do peso das fémeas de B. microplus, e essa variagao se reflete no IER
das mesmas. Isso decorre da alteragcdo da resisténcia dos bovinois a este
carrapato dento das diferentes estacdes climaticas.

No Brasil foram feitos varios estudos relativos a espécie R. sanguineus,
em condi¢des de laboratério. COELHO (1993) estudou parémetros da oviposicéo
em temperatura de 27+1°C, com umidade relativa 80%+10% e BECHARA et al,,
1995 estudaram a capacidade de alimentacéo e os aspectos reprodutivos de
fémeas mantidas sob condi¢des controladas. Entretanto o estudo mais detalhado
acerca dos parametros biolégicos dessa espécie, foi feito por BELLATO &
DAEMON, 1997, que mantiveram as fémeas teste em trés diferentes temperaturas
e analisaram os parametros bioldgicos da fase n&o parasitaria relativos a
incubacgéo dos ovbs e o periodo de ecloséo.

BELLATO & DAEMON, 1997, encontraram que, o periodo de pré-postura
de R. sanguineus durou de 2 a 4 dias, o periodo de postura variou de 9 a 18 dias e
a massa total de ovos postos alcangou de 67,40 a 156,00mg (114t 4,22).
Terminado o periodo de postura as fémeas apresentaram peso residual ou peso
da quendgena (PQ) variando de 2560 a 52,60mg (35,60+1,0). Esses autores

notificaram que na temperatura de 27+1°C, com umidade relativa 80%+10% e
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escotofase, 0 periodo de incubagdo dos ovos de R. sanguineus, esteve entre 18-

20 dias (18,24+0,12) e o periodo de eclosao variou de 7 a 12 dias (9,48+0,136).

O controle das populagées de Ixodidas.

Existem alternativas para controlar as populacdes dos carrapatos no
ambiente dos bovinos, baseadas em seu ciclo. Esse controle pode ser feito
através da rotagdo de pastagens ou utilizando insetos predadores (SAMISH &
REHACEK, 1999) e nematddeos entomopatogénicos (SAMISH & GLAZER, 2001).
Outros métodos incluem, a introduc@o de ragas de bovinos geneticamente mais
resistentes e o uso de carrapaticidas (WITCHEY-LAKSHMANAN,1999; FRISCH,

1999). ’\f? entanto, no Brasil, a es{stgncia do B.,micr%ojug a esses produtos tem
sido notificada em praticamente todas as regidoes criadouras € com 0S mais

variados tipos de moléculas (GLORIA et al., 1993, FLAUSINO et al, 1995;
MERLINI & YAMAMURA, 1998; FURLONG, 1999). As populagbes de R.
sanguineus também s&o controladas por acaricidas quimicos (ESPUNY ef al.,
1994, ESTRADA-PENA & ASCHER, 1999, FRANC & CARDIEGUES, 1999), e é
comum a utilizacdo desses produtos nas instalagdes dos animais.

Surgiu nas Ultimas décadas, um novo advento na criagcdo intensiva de
animais, a vacinacao do gado utilizando-se antigenos obtidos de células intestinais
de Boopilus microplus (la FUENTE et. al., 1998, MULENGA et al., 2000, GARCIA-
GARCIA et al., 2000); WILLADSEN (2001), de VYOS (2001). No entanto, o uso
isolado dessas vacinas, nas regides do Brasil que sd@o endémicas para o
carrapato, nao mostrou eficacia (RODRIGUEZ et al., 1995 a, b; MASSARD et al.,
1995). Sendo, portanto, indicadas aplica¢des taticas de acaricidas conjuntamente

com afinalidade de se evitar os picos populacionais desse parasita nas épocas
mais quentes do ano (BROWN & PALMER, 1999; WILLADESEN, 2001,

TRIMNELL et al., 2002). A vacinagdo experimental de animais de consumo com
antigenos de células do intestino de carrapatos (WILLADSEN, 1993) ou com
vitelina, proteina de reserva, formada por um complexo de glicopeptideos (Mr 44-
107 kDa) (CANAL ef al., 1995), tem mostrado induzir a producéo de anticorpos
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direcionados para oligossacarideos presentes nessas proteinas e que esses
anticorpos poderiam entado ligar-se a glicoproteinas néo relacionadas, através do
mesmos determinantes oligossacarideos. Isso explica porque anticorpos poderiam
se ligar a glicoproteinas presentes na membrana das células intestinais e destrui-
las (TELLAM et al., 2002).

Nas Ultimas décadas também foram isolados alguns antigenos de R.
sanguineus, candidatos a vacinas (PRUETT, 1999; MULENGA et al., 2000;
WILLADSEN, 2001; GUDERRA et al., 2002). Experimentalmente alguns estudos
demonstraram que as células intestinais desse carrapato também podem ser
imunogénicas e manipuladas por engenharia genética (WANG & NUTALL, 1994;
WILLADSEN, 1993 e 1999; SZABO & BECHARA, 1997), muito embora ainda néo
existam resultados concretos.

DAVEY et al., 2001, verificaram que o produto da fermentagcdo do
actinomiceto Saccharopolyspora spinosa, nas concentragdes 0.0167%, 0.05% e
0.15% (de ingredientes ativos), demonstraram influéncia significativa sobre a
massa de ovos € o percentual de eclosdo das fémeas de B. microplus. A média
da massa de ovos produzidos pelas fémeas do grupo controle foi de 155mg,
enquanto que os grupos tratados com o spinosad spray nas doses de 0.0167%,
0.05% e 0,15% produziram massa de ovos de 130, 98 e 73mg respectivamente. O
percentual de eclosé@o para cada tratamento foi respectivamente de 93,4+0,8; 84,7
+2.0; 58,2+ 3,6 e 53,9 +3,6. A Unica lectina, até entdo utilizada em testes de
sensibilidade in vitro de carrapatos, apresenta toxicidade para animais de
laboratério e foi isolada da alga marinha Solieria filiformis, especifica para
manana. Essa proteina mostrou efeito significativo sobre parametros bioldgicos
das fémeas do carrapato do boi Boophilus microplus, tais como a redugao no peso
total da massa de ovos, no periodo de postura, no peso da quendgena e nos
indices reprodutivo e nutricional. Essa foi a primeira lectina utilizada em teste de
sensibilidade in vitro contra uma espécie de carrapato (NASCIMENTO, 2003).

N&o existem relatos na literatura sobre o uso de moléculas protéicas

isoladas de vegetais ou de algas sobre os sobre os parametros biolégicos dos
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carrapatos dos caninos, bem como os registros sobre sua composi¢do bioquimica
S&0 muito escassos.
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3. OBJETIVOS GERAIS.

Avaliar a resposta humoral € a agdo adjuvante da lectina Talisia esculenta
(Rédlk) administrada em duas vias distintas, subcutdnea e nasal em
camundongos.

Avaliar os efeitos da lectina Talisia esculenta Radlk sobre os parametros
bioldgicos de teledginas dos carrapatos Boophilus microplus (CANESTRINI, 1785)
e Riphicephalus sanguineus (LATREILLE, 1807), e sua ligagdo a cuticula dessas
especies.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliagdo do efeito da lectina de Talisia esculenta na sintese de
imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA) atraves de ELISA.

Avaliacdo dos efeitos da lectina da semente de Talisia esculenta Radick,
sobre os seguintes parametros bioldgicos das teledginas: peso total da massa de
ovos (PMOT); peso da quendgena (PQ) e os indices de eficiéncia reprodutiva
(IER) e nutricional (IEN).

Detectar o(s) possivel(is) sitio(s) de ligacdo da lectina de Talisia esculenta
na cuticula das teledginas do Boophilus microplus (CANESTRINI, 1785) e
Riphicepha/us sanguineus (LATREILLE, 1807), utilizando essa lectina conjugada a
FITC.
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4. MATERIAIS
Animais Experimentais

Os ensaios de imunogenicidade foram realizados com camundongos
Swiss (Mus musculus), com idade variando de 7 a 10 semanas, separados em
caixas plasticas, com n=5 ou n=10, receberam &agua e alimento ad libidum,
durante o periodo experimental, esses animais foram cedidos pelo Biotério Central
da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Foram utilizados na avaliagédo da atividade hemaglutinante da lectina de T.
esculenta (TEL), coelhos albinos, da raca Nova Zelandia variedade branca,
fémeas, com idade superior a um ano, pesando cerca de 2kg, cedidas pela
Quimica Farmacéutica Gaspar Vianna.

O teste de sensibilidade in vifro e de fluorescéncia utilizaram carrapatos
de bovinos (Boophilus microplus) e caninos (Riphicephalus sanguineus), obtidos
de animais domiciliados na regido Metropolitana de Fortaleza, infestados

naturalmente.

Reagentes Quimicos

Metanol, etanol, fosfato monobasico e dibasico de sddio e sulfato de
aluminio e potassio foram obtidos da Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil.

Os demais reagentes, todos de grau analitico foram obtidos comercialmente.

Imunogenos e adjuvantes

A ovalbumina grau V, utilizada nos experimentos, os adjuvantes de Freund
completo e incompleto foram obtidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). O Gel de Hidréxido de Aluminio, e os reagentes do tampéao fosfato (PBS)
0,1M, pH 7,4, foram obtidos comercialmente no mercado local.
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Sementes de T. esculenta

Frutos maduros de T. esculenta foram colhidos em cachos e comprados

em supermercado da rede local de Fortaleza.

5.METODOLOGIA
Preparo da farinha de sementes de T. esculenta.

Os frutos maduros foram descascados e deles retiradas as polpas. As
sementes desnudas foram trituradas em liquidificador e em seguida submetidas a
moagem fina em moinho para café Braun. A farinha obtida foi delipidada com
hexana em temperatura ambiente, e espalhada sobre papel de filtro para a
evaporagcdo do solvente. Porgbes da farinha foram conservadas em frascos
hermeticamente fechados em cémara fria a -10°C, para uso posterior nas

anélises.
Analise elementar da farinha de sementes de T. esculenta.

Os teores de umidade, fibra bruta, cinzas e lipidios foram determinados
conforme a técnica descrita pela A.O.A.C. (1974). O teor de nitrogénio total da
farinha foi determinado pelo método de Kjeldahl (BAETHGEN & ALLEY, 1989), o
qual foi calculado usando-se o fator de converséo de 6,25. Os valores
correspondentes a concentracéo de carboidratos soluveis foram estimados por

diferenca.

Determinagéo da Proteina Total

O conteudo de proteinas da farinha de sementes de 7. esculenta foi
determinado pelo método de Kjeldahl, com adaptacdes para determinar o teor de
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nitrogénio protéico através do método colorimétrico descrito por BAETHGEN &
ALLEY (1989).

Amostras em triplicata contendo 0,02g de farinha foram colocadas em tubos
de mineralizac&o e a elas foram acrescidos 1,5mL de &cido sulfurico concentrado
e 1,1g de mistura sélida composta de sulfato de potassio (para elevar o ponto de
ebulicdo do acido), selénio e sulfato de cobre (usados como catalisadores, para
acelerar a digestdo da matéria organica) na propor¢do de 100:10:1. A mistura foi
aquecida em digestor até a completa mineralizacdo da amostra. A solugéo
concentrada de sulfato de aménio, produzida dessa digestéo foi diluida para 10mL
com agua grau Mili-Q e utilizada para o ensaio colorimétrico. O nitrogénio total foi
estimado com base em uma curva padrao com solucao sulfato de amoénio. A
proteina bruta foi calculada multiplicando-se o teor de nitrogénio encontrado pelo
fator 6,25.

Determinagdo do teor de Lipidios

A determinacado dos lipidios totais foi feita por extracédo a quente com N-
hexano de acordo com TRIEBOLD, 1946. Amostras de 2 g da farinha, foram
colocadas em cartuchos duplos de papel de filtro e estes foram depositados nos
extratores de Soxhlet, que foram acoplados a baldes previamente secos,
desengordurados e tarados. Fez-se a adigdo da hexana e esses conjuntos foram
aquecidos por 8 horas contadas a partir do inicio do ponto de ebulicdo do
solvente. Decorrido 0 tempo de extrac&o, o solvente foi parcialmente recuperada e
os baldes contendo residuo de solvente e conteudo lipidico das sementes, foram
transferidos, sem contato manual, para dessecador e pesados quando atingiram a
temperatura ambiente. O teor de lipidios foi calculado pela diferenga entre o peso
de cada balao antes e depois da extragao, os resultados foram expressos como

porcentagem do peso seco.
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Determinagéo das Cinzas

Para a determinagé@o do residuo mineral da farinha de T. esculenta, 2g da
amostra em triplicata, foram acondicionadas em cadinhos de porcelana
previamente secos e tarados, os mesmos foram levados a mufla para incineragao
a 600°C durante 4 horas. Os cadinhos, apds decorrido o tempo de calcinacéo,
eram transferidos para dessecador até atingirem temperatura ambiente e em
seguida eram pesados. O residuo mineral foi calculado pela razdo entre o peso
final e o peso inicial das amostras, expresso em percentual.

Determinagdo da Umidade

Para a determinacédo do teor de umidade trés aliquotas de 0,5g da farinha
foram pesadas em recipientes secos e tarados, em seguida colocadas em estufa a
1056+5°C provida de circulagéo de ar for¢cada por 24 horas. Decorrido esse tempo,
os recipientes contendo as amostras, foram levados para o dessecador até
atingirem a temperatura ambiente e pesados. Esse processo foi repetido até ser
verificado peso constante das amostras. O teor de umidade foi calculado pela

diferenca entre o peso inicial e final, sendo expresso em percentual.

Determinagdo da Fibra Bruta

A metodologia de Weende, descrita por SILVA (1990), foi utilizada para
determinar o teor de fibras brutas nas amostras. Aliquotas contendo 0,5 g da
farinha de T. esculenta foram colocadas em tubos para digestéo, sendo
acrescentadas a elas 100mL de solugao de H,SO4 a 1,25%, os tubos receberam
aquecimento por 30 minutos contado a partir da ebulicdo do material. Apds a
digestéo acida, o residuo sdlido foi filtrado em funil de haste porosa, lavado com
agua destilada quente, adicionado de 100 mL de uma solugcéo de NaOH a 1,25% e
outra vez aquecido por 30 minutos contados a partir da ebulicdo. Concluida a
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digestao alcalina, o residuo restante foi filtrado em um sistema a vacuo, composto
por cadinhos adapatados a kitasatos acoplados a uma bomba de vacuo. A
lavagem do residuo sdlido final, com agua destilada, com alcool etilico duas vezes
e com éter etilico, foi feita com auxilio de pressao negativa. Os cadinhos foram
levados a estufa a 105+5°C, com circulacdo de ar forgada por 12 horas.
Decorridas as 12 horas, os cadinhos foram transferidos para dessecador e
pesados. A fibra bruta foi calculada como sendo a diferen¢a entre o peso do
residuo das digestdes antes da calcinagdo e o peso do residuo mineral final. Os
resultados foram expressos como percentual do peso seco da farinha.

Isolamento e purificagdo da lectina de T. esculenta.

A lectina de T. esculenta foi isolada a partir da farinha delipidada em dois
passos cromatograficos de acordo com FREIRE ef al., 2001. Os procedimentos de
isolamento e purificacdo foram executados no laboratdrio de Proteinas do
Departamento de Bioquimica da Universidade Estadual de Campinas, de onde
foram cedidas aliquotas dessa lectina purificada pelas professoras Maria Ligia
Rodrigues Macedo e Maria das Gracas Freire Machado.

Avaliagdo da resposta imunoldgica Humoral.

Imunizagéo dos camundongos pela via subcutanea.

Um total de 45 Camundongos foi separado em caixas plasticas em lotes
de 05 animais. Cada grupo (n=5) recebeu pela via subcutanea, na pele do dorso,
200uL de uma solug&o contendo as substancias de cada tratamento. Grupos
controle foram formados pelos animais injetados com: 1) PBS 0,1M pH 7,4 e 2)
Ovalbumina 100ug+gel de hidroxido de aluminio (60mg/dose). Fizeram parte dos

grupos testes os camundongos que receberam: 3) Ovalbumina 100ug/dose 4) TEL
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50ug/dose; 5) TEL 50upg+Ovalbumina 100ug/dose; 6) TEL 100ug/dose; 7) TEL
100ug+Ovalbumina 100ug/dose e dois grupos com a lectina associada aos seus
agucares ligantes; 8) TEL 100ug+manose-glucose a 0,1M/dose e 9) TEL100ug+N-
acetil-D-glucosamina 0,1M/dose. Apds a primeira imunizacdo todos os lotes
receberam um reforgo no 14° dia e foram feitas sangrias individuais e semanais
nos dias 07, 14, 21, 28, 35 e 42 decorridos do experimento.

Imunizagédo dos camundongos pela via nasal

A imunizag&o intranasal dos camundongos utlizou a metodologia de
LAVELLE et al., 2000. Seis grupos de camundongos (n=5), separados em caixas
plasticas, foram submetidos a sangria no plexo retro orbital antes da imunizagéo.
Todas as solugdes foram preparadas no momento de cada imunizac&o. Os
animais receberam aliquotas de 15ulL, em cada uma das narinas, tendo sido
instilado o volume total de 30uL, com o auxilio de uma pipeta Hamilton. Apés a
primeira imunizacéo foram aplicados dois reforgos no 14° e 35° dias decorridos do
experimento. As seguintes solugdes foram administradas pela via nasal: 1) PBS
01,M pH 7,4; 2) Ovalbumina 10ug; 3) TEL 10ug; 4) TEL 10ug+QOvalbumina 10ug,
dois grupos foram imunizados com solugéo de lectina associada aos seus
agucares ligantes; 5) TEL 10pg+manose-glucose 0,1M e 6) TEL 10pg+N-acetil-D-
glucosamina 0,1M. Os animais foram sangrados individualmente nos dias 07, 14,

21, 28, 35 e 42, contados ap6s a primeira imunizagao.
Colheita dos soros apos as imunizagdes pelas vias subcuténea e nasal

Para a obtencédo de sangue total foi puncionado individualmente, o plexo
retro orbital de cada animal, utilizando-se pipeta Pasteur, antes da imunizagao e
nos dias 07, 14, 21, 28, 35 e 42 ap6s a primeira imunizagéo. Cada amostra de
sangue foi acondicionada num tubo de vidro e deixada em estufa a 37°C por uma
hora para retracdo do coagulo. Decorrido esse tempo, as amostras foram
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colocadas na bancada em temperatura ambiente apds a retragdo do coagulo, os
soros foram recolhidos com auxilio de micropipeta e centrifugados a 1000 x g por
7 minutos, a fim de remover quaisquer debris eventualmente presentes nas
aliquotas. Esses antissoros especificos, foram identificados de acordo com o

grupo e o nimero do animal e entdo mantidos a 4°C, até o momento do uso em
teste ELISA.

Detecgdo das imunoglobulinas especificas através de ELISA.

A técnica de ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay), foi utilizada
para detectar e quantificar os anticorpos anti-TEL e anti-OVA, induzidos pelas
imunizagcées dos camundongos nas vias nasal e subcutdnea. Empregou-se o
método indireto no qual, algumas placas de poliestireno (Nalge Nunc), foram
sensibilizadas com uma solucgdo da lectina purificada de T. esculenta na
concentracéo de 7,5 ug/pogco e outras o foram com Ovalbumina na concentragao
de 4ug/poco. Essas placas foram incubadas overnight a 4°C. Decorrida a etapa
de sensibilizac&o, as placas foram lavadas 3 vezes com solucdo de PBS contendo
Tween-20 0.05% (PBS-Tween), em seguida, cada pogo recebeu uma solugao de
caseina a 0,25% em PBS e foram incubadas em estufa a temperatura de 37°C por
uma hora. Foram feitas cinco diluicdes seriadas para os soros do grupo controle e
do grupo teste produzidos pelos animais imunizados pela rota nasal e pela via
subcuténea. Foram feitas diluicbes seriadas dos soros, para aqueles oriundos da
rota nasal de 1: 25 a 1: 400 e para os originados pela via subcutanea, as diluigées
foram de 1:638 a 1: 10.000. As placas foram retiradas da estufa, lavadas 3 vezes
com solugcdo de PBS-Tween. O conjunto de placas foi novamente incubado
overnight a 4°C. Terminado o tempo de incubacgéo, as placas foram lavadas trés
vezes com PBS-tween e procedeu-se a aplicagc@o das anti-imunoglobulinas de
camundongos polivalentes conjugadas a peroxidase. Apds um periodo de
incubacéo de 2 horas em estufa a 37°C, as placas foram novamente lavadas 3
vezes com PBS-tween. Em seguida foi colocada a solugédo cromdgena (o-
Phenylenodiamina Dihidrochloreto) OPD, a reacdo apds o tempo de 20 minutos,
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foi parada por adigéo de acido sulfurico 2N e a leitura realizada em leitor de ELISA
(Biotecel), absorbancia 492nm. Os dados foram organizados em planilha (excel ),
onde a soma das cinco diluicbes seriadas foi multiplicada por 1000, tendo sido
esse valor denominado de escore de ELISA, segundo (VERDOLIN et al., 2001),
posteriormente esses escores foram submetidos a anélise estatistica.

Estatistica.

Os dados obtidos a partir dos ensaios realizados forma, inicialmente,
submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnoff, para verificagdo
de normalidade da distribuicdo, e aos testes de Levene e bartlett, para
confirmacédo da homogeneidade de variBancia entre os tratamentos. Como os
dados resultantes dos ensaios de ELISA ndo apresentaram distribuicdo normal e
nem homogeneidade de variancia, nem mesmo apos a transformacao logaritmica,
radicial ou angular, procedeu-se, entdo, a analise por meio do teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis utilizando-se também o programa estatistico SAS
(2000).

Obteng&o dos carrapatos Boophilus microplus e Riphicephalus sanguineus.

Fémeas ou teledginas dos carrapatos Boophilus microplus e
Riphicephalus sanguineus, ingurgitadas e livres de residuos de acan‘bidas, foram
manualmente catadas de bovinos e caninos. naturalmente infestados,
acondicionadas em recipientes plasticos mantidos em isopor contendo gelo
reciclavel. Em seguida, foram conduzidas para o laboratério de Parasitologia da
Faculdade de Veterinaria (FAVET) da Universidade Estadual do Ceara (UECE),
para serem submetidas ao teste do biocarrapaticidograma ou teste de
sensibilidade a produtos in vitro (DRUMMOND et al., 1971 e 1973).
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Avaliagdo dos parametros biologicos dos carrapatos Boophilus microplus e

Riphicephalus

As teledginas ou fémeas ingurgitadas catadas foram lavadas, submetidas
a secagem com papel absorvente. Foi feita uma selegéo de acordo com (LEITE et
al., 1995) que se baseou nos seguintes aspectos fisicos: maximo ingurgitamento,
motilidade, integridade do idiossoma (corpo), cada fémea foi separada por ordem
decrescente de tamanho, para que fossem formados tratamentos com pesos mais
homogéneos (ARANTES et al, 1995). Os parasitas foram mantidos sob
temperatura de refrigeracédo até o momento de inicio do experimento. Essas
fémeas foram pesadas individualmente em balanga de precisdo 0,001g e
colocadas em uma seringa numerada. Procedeu-se outra selecdo que alocou 15
exemplares fémeas de peso mais homogéneo em cada tratamento. Os
tratamentos das teledginas de Boophilus microplus e Riphicephalus sanguineus,
consistiram de solu¢des contendo a lectina de T. esculenta diluida em tampéo
fosfato em concentracdes que variaram de 4 a 4000 mg/mL. Também foram feitos
tratamentos para cada espécie de carrapato com a lectina T. esculenta pré-
incubada com os aglcares glucose-manose e N-acetil-D-glucosamina na dosagem
de 400ug/mL, considerada intermediaria. Considerou-se grupo controle as fémeas
tratadas com tampéo fosfato (PBS) 0,1M pH 7,4.

Os grupos de fémeas (n=15) foram imersos durante cinco minutos nas
solugdes acima citadas. Decorrido o tempo, cada fémea foi retirada da solucéo
teste, e individualmente enxugadas com papel absorvente, fixadas nos seus
respectivos numeros com fita adesiva dupla face em placas de Petri, devidamente
identificadas de acordo com o tratamento e em seguida as placas foram incubadas
em camara para BOD a 27°+1.0°C e umidade relativa 80%+10%. A massa de
ovos produzidos, individualmente, foi coletada a cada dois dias, pesada e
colocada em tubos tipo vacutainer, identificados com o respectivo numero da
fémea. Os tubos eram tampados com algoddo e colocados nas mesmas
condicées de temperatura e umidade que a fémeas. Observagbes diarias foram

feitas para verificar o inicio da eclos@o dos ovos e a estimativa da eclodibilidade.



50

Ao terminar o periodo de postura cada fémea denominada de quendgena, foi
pesada.

Deste ensaio foram coletados dados relativos aos seguintes paréametros
bioldgicos: peso inicial da fémea ingurgitada ou teledgina (PIF), periodo de postura
(PP), peso da massa de ovos total (PMOT), peso da fémea no fim da postura
(PFF) e os indices de eficiéncia reprodutiva (IER) e nutricional (IEN) que foram
calculados de acordo com BENNETT (1974). O periodo de postura (PP) foi
determinado pelo inicio da postura até a liberacdo dos Ultimos ovos.

Estatistica.

Os dados obtidos a partir dos ensaios realizados foram, inicialmente,
sumetidos aos testes de Sahpiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnoff, para verificac&o de
normalidade da distribuic@o, e aos testes de Levene e Bartlett, para a confirmacgéo
da homogeneidade de variancia entre os tratamentos. Os dados resultantes da
associaggdo do efeito das concentracdes da TEL sobre os parametros bioldgicos
das espécies de carrapatos testadas serviram para construir uma curva de
regresséo cuja equacéo foi selecionada com base no coeficiente de determinacéo
R

Ensaio de fluorescéncia para a deteccéo da lectina de T. esculenta na cuticula dos

carrapatos Boophilus microplus e Riphicephalus sanguineus.

Uma solug&o de conjugac¢do composta de 1,5 mL de tamp&o carbonato de
sddio, bicarbonato de sédio 0,2 M com pH 9,3 e 0,5mL de etilenoglicol, foi
preparada para dissolver 1mg da lectina de T. esculenta (TEL), acrescida com
seus acucares inibidores manose e N-acetil-D-glucosamina. Esse contelido foi
agitado em vortex, acrescido de 0,5mL de solugdo de 0,05mg de isotiocianato de
fluoresceina em etilenoglicol e submetido a agitagéo por 5 horas a 4°C protegido
da luz. Decorrido o periodo de incubagédo, separou-se a fracdo lectina associada a
FITC, da FITC n&o conjugada, através de cromatografia de exclusdo molecular,
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feita em coluna PD 10 (Pharmacia LKB — 9,0 mL), equilibrada previamente com
agua Mili-Q saturada com N-butanol a 5%. Ambas fracbes lectina associada a
FITC (pico ) e a FITC (pico Il), foram eluidas respectivamente com 3,5mL e 10 mL
da solugédo de N- butanol 5% (PINTO, 2001).

Depois que as lectinas acrescidas dos seus acgucares inibidores foram
associadas a FITC, uma aliquota de cada uma delas na concentragcdo de 100
Mg/mL foi preparada para posterior uso nas amostras de cuticula oriundas dos
carrapatos Boophilus microplus e Riphicephalus sanguineus, para a detecgéo da

fluorescéncia nos receptores glicidicos presentes nessa estrutura.

Preparo histologico dos carrapatos para teste de fluorescéncia.

Fémeas dos carrapatos Boophilus microplus e Riphicephalus sanguineus,
catadas de seus respectivos hospedeiros bovinos e caninos foram lavadas em
agua destilada, e guardadas em temperatura de refrigeracao até o momento do

uso.
Amostras das teledginas das duas espécies foram sacrificadas e fixadas

inteiras em formol a 4% tamponado overnigth. Apds o periodo de fixagéo as pecgas
receberam fenol 4% overnigth (U.S. ARMY FORCE, 1974). No dia seguinte os
parasitas foram desidratados e embebidos em parafina liquida de acordo com os
métodos padrdes descritos por JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1983. As pecas foram
cortadas a 5um de espessura. Imediatamente antes do teste com as lectinas
associadas a FITC, cada lamina foi desparafinizada e desidratada utilizando-se
bateria gradual de alcoois e finalmente rehidratada com &gua destilada. As
ldminas contendo os cortes receberam cerca de 20 pL de cada lectina associada a
FITC. Em seguida as laminas foram incubadas em cémara escura (temperatura
ambiente), durante 2 horas. Decorrido este tempo foram lavadas com o respectivo
tampé&o de extracdo de cada lectina para posterior observagdo em microscépio
com kit de fluorescéncia Zeiss (filtro FITC 48770, para 450-490 nm).
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6. RESULTADOS

Analise elementar de sementes de Talisia esculenta.

Os resultados da analise elementar de sementes de Talisia esculenta

adquiridas comercialmente no mercado de Fortaleza, no estado do Cears,
apresentam-se descritos na Tabela 1 e na Figura 7.

Efeito da lectina de T. esculenta sobre a resposta imunologica humoral.
Resposta imunolégica humoral induzida pela via subcutanea.

Os resultados relativos a imunogenicidade da TEL quando aplicada por via
subcutanea encontram-se descritos na Tabela 2 e representados graficamente na
Figura 8. Como se pode observar, trata-se de uma proteina notoriamente
imunogénica quando aplicada por via subcuténea, em ambas as doses testadas.
Aplicada na dose de 100 ng, a TEL desencadeou a produc¢égo de imunoglobulinas
totais em niveis nitidamente superiores aqueles obtidos apds imunizagédo com a
mesma proteina em dose de 50ug/dose. A ovoalbumina (OVA 100ug/dose), uma
proteina reconhecidamente imunogénica, foi utilizada como controle positivo. As
respostas aos trés tratamentos descritos foram, em todos os dias avaliados,
significativamente superiores (p<0,05) ao controle negativo, ou seja, a resposta
observada nos animais que receberam injecao de PBS.

A resposta primaria foi mais intensa com a dose de 50ug/dose de TEL,
verificando-se que, os titulos de anticorpos foram crescentes, alcangando um valor
maximo em 7 dias, sendo significativamente (p<0,05) superior aos demais. Esta
resposta apresentou tendéncia de queda a partir de entdo, atingindo niveis
significativamente inferiores aqueles devido ao tratamento com TEL 100pg/dose

no 14° dia (p<0,05). Em seguida, os titulos decresceram, alcangando um valor
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FIGURA 4- Sintese de anticorpos especificos (IgM, l9G, igA) induzida pela lectina de Talisia esculenta em camundongos

imunizados com 50ug e 100 ng pela via subcutanea. Titulos determinados através de escores de ELISA.
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minimo com 14 dias. J& com 100ug/dose de TEL os titulos foram aumentando
menos intensamente ao cabo de 7 dias e dos 7 aos 14 dias os titulos foram ainda
maiores e o nivel alcangado no 14° dia foi significativamente superior ao atingido
com 50pg/dose de TEL.

Apds a segunda aplicagéo do antigeno, feita aos 14 dias, os valores para os
escores de ELISA foram ascendentes para todos os tratamentos, com exce¢éo do

controle com PBS. Os perfis das curvas para a TEL 100pg/dose e para a OVA
100pg/dose foram similares, mas com variagées nas intensidades dos titulos e nos
dias de intensidade maxima que foram nos 21° e 28° dias. Ao longo do periodo de
observagcéo, aos 42 dias, os valores para os escores de ELISA foram
significativamente mais elevados para o tratamento TEL 100ug/dose (p<0,05),
seguido pelo ftratamento TEL 50ug/dose o qual, por sua vez, diferiu

significativamente da OVA (p<0,05).

Efeito dos carboidratos ligantes na sintese de anticorpos especificos.

A figura 9 mostra a sintese de anticorpos especificos em resposta a
indugcé&o provocada por 100pg/dose de TEL associada a carboidratos ligantes
(glucose, manose e N-acetil-D-glucosamina). A sintese de anticorpos especificos
foi insignificante, quando comparada com a cinética exibida pela inducé&o de
anticorpos feita pela TEL 100ug/dose para ambos acucares ligantes. A tabela 3
mostra que ha diferenca significativa (p<0,05) na sintese de anticorpos especificos

entre os agucares ligantes nos dias 07,14, 21 e 28.
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FIGURA 5- Sintese de anticorpos especificos (IgM, IgG, igA) induzida pela lectina de Talisia esculenta associagéo aos agucares

ligantes, em camundongos imunizados com 50ug e 100 ng pela via subcuténea. Titulos determinados através de escores de

ELISA.
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Efeito imunoadjuvante da lectina de Talisia esculenfa em camundongos imunizados com

ovalbumina.

A figura 10 mostra o efeito imunoadjuvante da lectina de T. esculenta sobre
a sintese de imunoglobulinas especificas induzidas em camundongos por via
sbcutanea. A TEL foi associada a OVA em duas diferentes dosagens, 50ug/dose e
100pg/dose, e os titulos de anticorpos totais foram comparados com um controle
positivo OVA emulsionada em Hidréxido de aluminio (AIOHs), um adjuvante
utilizado em vacinas comerciais, € um controle negativo representado pela
aplicagdo da OVA.

Os dados apresentados na tabela 6 mostram que a ag&o adjuvante da TEL
na dose de 50 pg foi comparavel aquela verificada em relagéo ao uso do hidréxido
de aluminio. Embora a utilizagéo do hidréxido de aluminio como adjuvante tenha
prbporcionado, no 28° dia, um valor significativamente superior aos demais no
titulo de anticorpos totais (p<0,05), o resultado a partir de 35 dias para os
tratamentos OVA emulsionada em Hidréxido de aluminio (AlOHs) e TEL50pg/dose
associada a OVA 100ug/dose foi semelhante. A aplicacéo da OVA pura causou
um pico na produgdo de anticorpos no 28° dia, mas ao fim do periodo
experimental sua resposta foi significativamente inferior aos dois tratamentos
citados (p<0,05). A OVA associada a TEL na dose de 100ug mostrou uma indugéo
da sinteée de anticorpos especificos semelhante a da OVA associada a
TEL50ug/dose, na primeira semana, na quinta e na sexta semanas, apos
imunizacdo. Ja a resposta secundaria com OVA pura foi significativamente
superior nos dias 21 e 28 (Tabela 4).

Os valores da sintese de anticorpos anti-OVA obtidos apds imunizagédo com
TEL 50ug associada a OVA 100ug sao significativamente superiores aos demais
tratamentos nos dias 7 e 14 (p<0,05). A utilizagdo da TEL como adjuvante da
origem a uma resposta aparentemente maié precoce: no dia 21, uma semana
apds a segunda aplicagdo do antigeno, a producéo de anticorpos anti-OVA atinge

0 seu valor maximo.
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FIGURA 6- Efeito imunoadjuvante da lectina de Talisia esculenta sobre a sintese de anticorpos especificos em camundongos
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A dose mais baixa (50ug/dose) de TEL foi capaz de atuar como
imunoadjuvante, amplificando a sintese de anticorpos especificos, em
camundongos imunizados com ovalbumina na via subcutGanea, a partir da

resposta primaria.

Resposta imunolégica humoral induzida pela via nasal.

A imunogenicidade da TEL quando aplicada por via intranasal encontra-
se descrita na tabela 5 e representada graficamente na figura 11.

Embora significativamente superiores aos do controle negativo PBS ja no
7° dia, periodo relativo a resposta primaria (p<0,05), os titulos de anticorpos
especificos, obtidos por aplicacgdo nasal da TEL, foram significativamente
inferiores aqueles observados em relagéo a aplicagcéo de OVA (p<0,05). A cinética
da producdo de anticorpos totais também difere entre as duas proteinas. Os
resultados mostram tendéncia sempre crescente para a resposta da sintese de
anticorpos anti-OVA, particularmente a partir do 21° dia, até o fim do periodo
experimental, enquanto que a resposta contra a TEL apresentou elevacéo discreta
do 14° ao 35° dia, seguida de tendéncia a estabilidade a partir deste ponto, sem

diferenca significativa nas respostas do 28° ao 42° dia (p>0,05).
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FIGURA 7- Sintese de anticorpos especificos (IgM, 1gG, igA) induzida pela lectina de Talisia esculenta em camundongos

imunizados com 10pg, pela via nasal. Titulos determinados através de escores de ELISA*.
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D-glucosamina, somente apresentou titulos, ainda que baixissimos, a partir do 21°
dia (Tabela 6).

Efeito imunoadjuvante da lectina de Talisia esculenta imunizados com a ovalbumina.

Os resultados, demonstrados na tabela 7 e figura 13, sugerem que a TEL
ndo tem qualquer atividade como imunoadjuvante. A resposta em titulo de
anticorpos totais foi quase sempre inferior & da OVA pura (p<0,05), tornando-se
semelhante a esta nos dias 35 e 42 (p>0,05). A presenca da TEL n&o teve,
portanto, efeito imunoadjuvante sobre a sintese de imunoglobulinas especificas

em camundongos imunizados com a ovalbumina por via intranasal.

Efeito da lectina de T. esculenta pura ou associada aos seus aglcares ligantes, sobre os parametros

biolégicos dos carrapatos Boophilus microplus e Riphicephalus sanguineus.

Doses em concentragées variaveis de 4 a 4000ug/mL de TEL diluida em tamp&o
fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4) foram preparadas para imersdo das teledginas de
ambas as espécies de carrapatos, no intuitc de se observar se o tratamento com
a lectina seria capaz de interferir sobre os parametros: postura, peso das
quendgenas e os indices de eficiéncia reprodutivo e nutricional. As figuras 14 e 15
mostram respectivamente, as analises de regressdao da massa total de ovos
postos por fémeas dos carrapatos B. microplus e R. sanguineus, em fungao da
concentragdo de TEL. A equacdo obtida a partir da linha de tendéncia foi y=
7,6914x> — 58,687x+161,71; significando que, para cada unidade de aumento na
variavel “x” (logaritmo da dose), ocorreu reducdo no valor assumido pela variavel
“y” (massa total de ovos postos) em 7,6914x* — 58,687x+161,71 unidades. Para a
espécie B. nicroplus, observar que, o coeficiente de determinacio (R?) de 0,9741
demonstra que a curva representa com significancia os dados que se encontram

no grafico de disperséo.
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Na tabela 8 e na figura 16 pode observar-se que o peso da massa total de
ovos (PMTO), foi de 129,09 + 44,28 mg nas f6emeas do tratamento com PBS
0,1M, pH 7,4, valor significativamente superior aquele encontrado para as fémeas
tratadas com a TEL na dose de 400ug/mL, que produziram apenas 80,40 + 3938
mg de ovos. Essa dose de 400ug/mL, foi escolhida por representar um ponto |
intermediario entre as diversas doses testadas na andlise de regressao,
anteriormente apresentada.

A figura 15 mostra a andlise de regressdo da massa total de ovos posto
pelas fémeas do carrapato R. sanguineus em funcéo da concentracdo de TEL. Na
faixa de concentragédo de TEL, que variou de 100 a 4000ug/mL, a massa total de
ovos nao foi afetada. A equagio obtida a partir da linha de tendéncia y= - 10,127x*
+ 43,366x + 7.2907, significou que, o aumento na variavel “x” (logaritmo da dose),
nao produziu no valor assumido pela variavel “y” (massa total de ovos postos).
Como esses dados se distribuiram irregularmente na area do gréafico, a melhor
equacio obtida apresentou R? de apenas 0,5588, e essa espécie teve seus dados
desprezados nos calculos futuros.

Os pesos das quendgenas de B. microplus também foram influenciados
pela acdo da lectina pura (figura 17 e tabela 8). As _teleéginas desse grupo
apresentaram uma menor perda de peso (172,49+40,94 mg), enquanto que as do
grupo tratado com PBS 0,1M, pH 7,4, apresentaram um valor significativamente
superior (206,05+41,53 mg).

Na tabela 8 e figuras 18 e 19 pode ser observado que os indices de
eficiéncia reprodutiva (IER) e nutricional (IEN), utilizados como indicativos,
respectivamente, para predizer o poder de proliferacido e a condigdo do
metabolismo nutricional desses parasitas, foram significativamente afetados pelo
tratamento com a lectina pura (IER 34,88+1844 mg e IEN 44,84+17,88 mg)
quando comprados ao grupo PBS 0,1M, pH 7,4 (IER 49,89+12,40 e IEN
61,36+10,32) (p< 0,05).

A investigacao foi direcionada para avaliar se os efeitos da TEL, sobre os
parametros biol6gicos do carrapato B. microplus apresentavam alguma relagdo
com o sitio carboidrato ligante da lectina. Sobre a postura da teléoginas observou-
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se que os grupos tratados com os agucares manose-glucose (111,91£23,19 mg) e
N-acetil-D-glucosamina (105,26+28,53 mg), apresentaram um comportamento
similar ao do grupo tratado apenas com PBS 0,1M, pH 7,4 (206,05+41,53 mg). No
entanto sobre o peso das quenogenas somente o acgtcar N-acetil-D-glucosamina
(177,19+£31,92 mg), demonstrou poder de inibicdo. Os indices de eficiéncia
reprodutiva e nutricional dos grupos com aglcares ligantes da lectina
" apresentaram um comportamento similar ao grupo tratado apenas com PBS 0,1M,
pH 7,4 o qual resultou no IER 49,89 + 12,40 e no IEN 61,36 + 10,32 , tabela 8.

Captagéo da lectina de T. esculenta conjugada na cuticula dos carrapatos Boophilus microplus e

Riphicephalus sanguineus através de fluorescéncia.

Na tentativa de elucidar, pelos menos em parte, as discrepancias relativas
ao efeito da TEL sobre os parametros bioldgicos das duas espécies de carrapatos,
este trabalho utilizou a técnica de fluorescéncia, para detectar a presenga da
lectina de 7. esculenta nos ixodideos estudados. Dois exemplares foram
preparados como controles, um deles, cortado sagital;nente, foi corado pelo
método da hematoxilina-eosina, o que permitiu a evidenciacdo das estruturas de
interesse: cuticula, ovario e células intestinais (Figura 20 A). O outro corte foi
incubado com salina, ao microscopio pode ser evidenciado que o mesmo emite
uma refringéncia (Figura 20 B).

A cuticula da espécie Boophilus microplus apresentou fluorescéncia (figura
21A e B), o que nao foi observado nem nos ovarios, nem nas células intestinais.
Nio foi evidenciada fluorescéncia na cuticula das fémeas do carrapato
Riphicephalus sanguineus, quando as mesmas foram tratadas com a lectina de
Talisia esculenta associada a FITC.
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FIGURA 12. Efeito da lectina de Talisia esculenta (TEL), pura e pré-tratada com carboidratos especificos, sobre a massa total de
ovos postos (PMOT) por fémeas do carrapato de bovinos Boophilus microplus.
Letras maitisculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05).
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FIGURA 13. Efeito da lectina de Talisia esculenta (TEL), pura e pré-tratada com carboidratos especificos, sobre a perda de peso
da quendgena do carrapato de bovinos Boophilus microplus.

Letras maiusculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05). ,
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FIGURA 15. Efeito da lectina de Talisia esculenta (TEL), pura e pré-tratada com carboidratos especificos,

sobre o indice de Eficiéncia Nutricional (IEN) de fémeas do carrapato de bovinos Boophilus microﬁ/us.
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Figura 16 Corte tranversal do carrapato Boophilus microplus: A — Foto evidenciando a cuticula, ovario e células intestinais (corados
pela hematoxilina-eosina) Aumento X40; B- Foto evidenciando a cuticula e ovério (material incubado com salina) aumento X100.
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Figura 17 Corte tranversal do carrapato Boophilus microplus; C — Foto evidenciando a cuticula e ovario (incubado com a lectina de
- Talisia esculenta conjugada a FITC), aumento X100; D- Imagem vista em C aumentada X400.
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7.DISCUSSAO

A analise elementar da farinha foi feita no intuito de caracterizar
quimicamente as amostras de sementes da espécie vegetal da qual foi obtida a
* lectina TEL, empregada na presente investigacéo.

A imunogenicidade das lectinas tem despertado o interesse de
pesquisadores no mundo inteiro, pelas suas potencialidades como ferramentas em
varios estudos bioldgicos.

Em especial, algumas das lectinas mitogénicas utilizam as propriedades
da interacéo proteina-carboidrato e a ligac&o cruzada para glicanos para estimular
a resposta imunoldgica. Isso, na dependéncia da afinidade da lectina aos
receptores ou co-receptores glicanos presentes nas membranas dos diversos

tipos celulares (TRIPATHI & MAITTI, 2005).

Em recentes estudos experimentais a lectina de 7. esculenta demonstrou
induzir intensa reacéo inflamatéria em diferentes cavidades, estimular a produgao
de ON dose-dependente por macrofagos e produzir efeito edematogénico
intraplantar (FREIRE et al., 2001 e 2003). Partindo dessa premissa, a primeira
parte deste trabalho explorou o efeito da TEL sobre a imunogenicidade e o efeito
adjuvante sobre a ovalbumina, em camundongos imunizados nas vias subcutanea

e nasal.

Resposta imunolégica avaliada pela sintese de anticorpos especificos induzida pela lectina de T.

esculenta.

Efeito da administragdo subcuténea da lectina de Talisia esculenta sobre os niveis séricos de

imunoglobulinas.

A lectina de Talisia esculenta (TEL) mostrou potencial imunogénico, tanto na dose
alta (100 pg) quanto na dose baixa (50 pg) (Figura 8, Tabela 2). Através do teste
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de ELISA pode-se observar elevados niveis de imunoglobulinas especificas, ja na
resposta primaria e os titulos mais elevados ocorreram na imunizagéo com a dose
alta (100 ng), sugerindo ser uma imunogenicidade dose dependente (Figura 9).
Diferentemente, as respostas imunes induzidas pelas lectinas de Artocarpus
heterophilus, jacalina e artocarpina foram dose independente DANTAS et al,
2000. NUNES, 1985; ALBUQUERQUE, 1994 e YOON et al.,, 2001 encontraram
respostas superiores, quando investigaram a imunogenicidade das lectinas de
Dioclea grandifiora e jacalina e de KML-C oriunda de Viscum album coloratum.

Na dose alta (100png) a TEL induziu a produgdo de imunoglobulinas
(G,M,A) em niveis superiores aos induzidos pela OVA administrada na mesma
dose (100ug), aos animais do grupo controle (Figura 8). Semelhanga, também
encontrada por LAVIGNE et al., 2002.

A resposta imunoldgica primaria foi mais intensa com a dose de 50ug de
TEL (Figura 9), embora tenha declinado ja na 2° semana, permanecendo 0s niveis
de anticorpos inferiores aos dos animais tratados com a dose alta (100ug) e
superiores aos do grupo OVA. Em comparagédo com a TEL, YOON et al., 2001,
também encontraram uma resposta priméria elevada para a lectina de V. album
(KML-C), no entanto os niveis de anticorpos permaneceram elevados no decorrer
de todo o experimento. Diferentemente da TEL, a jacalina e a artocarpina
produziram insignificantes respostas primarias DANTAS et al., 2000.

A resposta secundaria mostrou-se elevada para todos os tratamentos,
exceto para o grupo controle PBS. Os tratamentos dos animais, com a dose baixa
e com a OVA apresentaram similaridades na produg¢ao de imunoglobulinas totais,
muito embora, a produgdo de anticorpos anti-TEL tenha mostrado maior
estabilidade. A dose alta produziu niveis de anticorpos superiores aos demais
tratamentos, atingindo valor maximo na 3° semana, declinando na 7° (Figura 8).
Esse mesmo comportamento foi observado por DANTAS et al., 2000 em relagéo

dose de alta da jacalina, lectina de Artocarpus heterophilus.
Os tratamentos com dose baixa de TEL e com a OVA alcangaram niveis

elevados de anticorpos, na 4° semana. Anticorpos anti-jacalina e anti-artocarpina

foram detectados somente apds o primeiro reforgo, na 4° semana e se mantiveram
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até a 6° (DANTAS et al., 2000) e ao contrario da TEL, a imunogenicidade dessas
duas lectinas nao apresentou dependéncia em relagéo a dose. Ainda na (Figura
8), verifica-se que os anticorpos anti-OVA na 4° semana declinaram até a 6°
semana. O perfil de anticorpos produzidos contra essa proteina neste ensaio
confirma a tendéncia observada por (BREWER et al., 1998; LAVIGNE et al.,
2002). A ovoalbumina é uma glicoproteina, imunogénica, utilizada em testes
padrées de imunogenicidade e alergenicidade (HAUTINGTON & STEIN, 2001) e a
mesma induz resposta do tipo Ty2, associada a produgéo de anticorpos IgE pelos
linfécitos B timo dependentes (BREWER et al., 1998).

Concluido o periodo experimental, foi observado que a TEL isoladamente
€ imunogénica e a dose alta (100ng) superou os outros tratamentos, sobretudo o
grupo dos animais imunizados somente com ovalbumina (Figura 8). Essa
diferengca sugere que as respostas elicitadas por ambas as protel'nas_ pode ser
resultado da ligac@o a diferentes receptores celulares.

Sabe-se que as lectinas podem ligar-se a receptores glicanos presentes
nos leucécitos (KRUGLUGER et al., 1996; HERRE ef al., 2004), diferencia-los e
ativa-los e essa ligagdo € um passo central para iniciar uma via de sinalizagéo
(GABIUS, 2001). Uma vez ligados oligossacarideos podem influenciar as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dessas proteinas por afetarem seu
dobramento e modificarem suas interagdes com outras biomoléculas.

As lectinas indutoras de respostas imunoldgicas estudadas até o
momento, ndo possuem um padréo definido de atividade imunogénica. As lectinas
PHA, ConA, Canavalia brasiliensis e Dioclea virgata parecem induzir respostas de
defesa mediadas essencialmente por células T. Dioclea rostrata e Cratylia
floribunda, lectinas da subtribo Diocleinae, ativam a producao de IFN-y e lectina
pokeweed (PWM) é seletiva para linfécitos B (BARRAL-NETO et al., 1992). A
ligacdo da lectina Peanut agglutinin (PNA) em células imunocompetentes, pode se
correlacionar a diferenciacéo e ativagdo de linfécitos T e a capacidade de
apresentacao de antigenos por macroéfagos e células B (SHERBINI et al., 2000).
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Efeito dos carboidratos sobre a imunogenicidade da lectina de Talisia esculenta administrada a

camundongos pela via subcutanea.

Um dos objetivos desta investigag@o era verificar se, caso a lectina de
Talisia esculenta fosse imunogénica, se esta propriedade era dependente de sua
atividade como lectina, isto €, se os determinantes antigénicos da molécula
estavam ou nao localizados préximos ou no préprio sitio de atividade carboidrato-

ligante, ou se apenas seria a agdo de uma proteina agindo como antigeno.

Para verificar se a imunogenicidade da lectina de Talisia esculenta,
quando aplicada em camundongos por via subcutanea, era dependente da
atividade lectinica da TEL ou ndo foram montadas a Figura 9 e a Tabela 3. A TEL
apresentou afinidade especifica prioritariamente direcionada para residuos de
manose-glucose e em menor grau, para N-Acetil-D-glucosamina. FREIRE ef al.,
2001 isolaram quatro isoformas da TEL, as quais demonstraram ser inibidas
preferencialmente pelo carboidrato manose, seguido de glucose e N-Acetil-D-
glucosamina.

Visualiza-se na Figura 9, que presenca desses acgucares interferiu
sensivelmente sobre a atividade imunogénica da TEL. Tal interferéncia pode ser
observada desde a primeira semana apos a imunizacéo e se torna mais evidente
no decorrer do experimento. Denotando que os epitopos estdo provavelmente
localizados nas imedia¢des do sitio lectinico. Os mesmos resultados da agéo de
acucares especificos sobre a imunogenicidade de lectinas foram demonstrados
por (YOON et al., 2001).

Foi notada uma diferenca significativa em relacédo aos efeitos da TEL
através dos dois acgucares inibidores nas quatro primeiras semanas.
Aparentemente o carboidrato N-Acetil-D-glucosamina produziu maior interferéncia
no desenvolvimento da resposta humoral contra a TEL até a 4° semana. O
resultado final na 6° semana demonstra efeitos similares para os dois agucares
testados sugerindo que os epitopos estdo provavelmente localizados nas

imedia¢bes do sitio lectinico, aparentemente a presenca de N-Acetil-D-




glucosamina tem maior poder de interferéncia no desenvolvimento da
resposta imunolégica contra a TEL até cerca de 28 dias apés a aplicagdo. Mais
tarde, ou seja, duas semanas depois, os dois agucares passam a influenciar de
modo equivalente a intensidade da resposta imunolégica nesta via.

FREIRE et al., 2002, registraram que o carboidrato manose foi mais potente
em inibir o efeito inflamatério da TEL em bolsa de ar subcutanea e na cavidade
peritoneal, quando comparado a glucose. E possivel que a razdo da diferenca no
comportamento da resposta imunoldgica anti-TEL associada aos agUcares esteja
ligada aos diferentes mecanismos através dos quais foi induzida a producéao de
anticorpos nessa via de aplicacao. Provavelmente, a TEL tenha sido capturada por
células apresentadoras de antigenos (APCs) que degradaram a molécula original
e apresentaram seus determinantes antigénicos a linfocitos T locais, os quais
estimularam células B a produzirem anticorpos anti-TEL. A presenca dos agucares
pode ter influenciado o reconhecimento da TEL como substancia estranha pelas
APC e/ou o reconhecimento dos epitopos pelos linfécitos T. Nesse caso, em
particular, a interferéncia da N-Acetil-D-glucosamina foi maior do que a da

manose-glucose.

Efeito imunoadjuvante da lectina de Talisia esculenta em camundongos imunizados pela via
subcuténea com ovalbumina.

O poder imunogénico da TEL, capaz de desencadear uma intensa reacéo
inflamatodria, foi investigado com vistas a sua possivel utilizagdo como substancia
adjuvante.

Na Figura 10, nota-se que a TEL amplificou na resposta imune humoral
contra a ovoalbumina, aplicada por via subcutanea, apenas na dose baixa (50ug)
e que esse efeito adjuvante foi inferior quando comparado com o grupo de animais
que recebeu emulsdo de OVA com AL(OH)s. Possivelmente, a utilizagdo da TEL
em doses mais elevadas tenha afetado a produgéo de anticorpos contra a OVA,

impedindo que aquela proteina exercesse agdo adjuvante quando associada a
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esta ultima. Embora seja capaz de provocar uma intensa reagéo
inflamatéria, que poderia favorecer o desenvolvimento de uma resposta de defesa,
a TEL em dose elevada pode direcionar a producédo de anticorpos de tal maneira
que, proporcionalmente, havera muito mais anticorpos anti-TEL do que anticorpos
anti-OVA apés a aplicagao das duas proteinas conjuntamente.

A TEL demonstrou um comportamento parecido com o da artocarpina que
modulou anticorpos para a ovalbumina independentemente da dose. Essas
lectinas poderiam se ligar ao residuo de acgucar presente na OVA. No entanto,
DANTAS et al., 2000, observaram que o efeito modulador produzido pela jacalina
e pela artocarpina sobre a sintese de anticorpos anti-OVA, néo estava relacionado
a ligacao delas com esta proteina, ainda que a OVA contenha residuo de manose
em sua estrutura (HAUTINGTON & STEIN, 2001).

A proteina inativadora de ribossosmos (RIP-2) de Viscum album-1 (YOON
et al.,, 2001; GABIUS et al., 2001) e toxinas bacterianas como o Vibrio cholerae
(CT) (LAVIGNE et al., 2002), tém sido apontadas como potentes imunégenos,
quando utilizadas em imunizagdes subcuténeas.

Embora ndo estejam elucidados os passos dos mecanismos de modulagéo,
sabe-se que as lectinas podem induzir a sintese de citocinas (TAIMI et al., 1994;
LIMA et al., 1999; YOON, et al., 2001; TRIPATHI & MAITTI, 2005). A indugéo e a
secrecdo de varias citocinas foi demonstrada em relacdo as lectinas jacalina
(TAIMI et al., 1994), Pisum sativum (PSA) (LIMA et al., 1999), Viscum album
(KML-C) (YOON, et al., 2001) e a aglutinina de Abrus precatorius (TRIPATHI &
MAITTI, 2005).

Efeitos da lectina de Talisia esculenta sobre os niveis séricos de imunoglobulinas pela via nasal.

A mucosa nasal & o primeiro ponto de contato com antigenos inalados (McGHEE
et al.,, 1999 e DAVIS, 2001). Essa mucosa é relativamente permeavel a moléculas

de alto peso, oferece um ambiente menos hostl que a mucosa do



intestino e as sua secrecdes diluem menos os antigenos que nela sdo
administrados (JEPSON ef al., 2004).

No grafico da Figura 11 e na Tabela 5, observa-se a sintese de anticorpos
especificos induzida pela TEL quando instilada na concentragdo de 10pg na via
intranasal seguida de dois reforcos. Neste modelo observou-se, que embora os
titulos de anticorpos anti-TEL tenham superado os do grupo instilado com PBS,
eles foram inferiores, desde a resposta primaria, aos grupo de animais instilados
com OVA na mesma dose. Essa diferenca sugere que as respostas elicitadas por
ambas as proteinas na via nasal podem ser resultado da ligacdo a diferentes
receptores celulares.

Esse resultado, referente a imunogenicidade da TEL pela rota nasal,
difere dos dados de LAVELLE ef al., 2000, que encontraram para as lectinas ML-1
(Viscum album-1) e LEA (Lycopersicum esculentum) altos titulos de anticorpos em
comparacao com a OVA. Esses mesmos autores encontraram respostas anti-
WGA, anti-UEA-1 e anti-PHA, inferiores as encontradas neste trabalho. Eles ainda
notificaram que a WGA, que compartiha da mesma especificidade por
carboidratos com a LEA, induziu resposta humoral menos significativa que a
mesma.

Tem sido demonstrado que algumas lectinas podem induzir a secrecéo de
diferentes citocinas in vitro (TAIMI et al., 1994; RIBEREAU-GAYON et al., 1996;
LIMA et al.; 1999; GABIUS, 2001; YOON, et al., 2001; TRIPATHI & MAITI, 2005)
isso pode estabelecer as diferencas nos efeitos biolégicos gerados por essas
proteinas.

Os resultados deste trabalho apontam uma tendéncia ascendente para a
resposta anti-OVA, da 3° semana até a 6° semana no tergo final do periodo
experimental. Esses dados também diferem de LAVELLE et al., 2000, que
detectaram baixos titulos de anticorpos especificos para OVA, no soro de
camundongos apo6s as trés imunizagdes intranasais, com esse antigeno.

A resposta imune humoral anti-TEL apresentou uma discreta elevacéo,

comparada a induzida pela OVA, depois do primeiro reforgo, seguida de tendéncia




a estabilidade na 6° semana, isso foi verificado mesmo depois da administracéo
do segundo reforco na 5° semana.

A instilacdo de um antigeno particulado ou solivel na mucosa nasal
pressupbe que o mesmo se ligue a célula M (JEPSON et al.,, 1996; GEBERT,
1997; ERMAK & GIANNASCA, 1998; KRAEHENBUHL & NEUTRA, 2000) através
de receptores (JEPSON & CLARRK, 2001; CLARRK & JEPSON, 2003) seguida
da internalizagcdo do empacotamento e do encaminhamento desse antigeno aos
linfécitos da lamina prépria. Nos murinos, as células M desempenham papel
importante na apresentacdo de antigenos particulados ou solliveis nas mucosas
(JEPSON et al, 1996; GEBERT, 1997; ERMAK & GIANNASCA, 1998;
KRAEHENBUHL & NEUTRA, 2000), com os quais interagem através de
receptores ricos em glicoconjugados, que podem influenciar na apreenséo desses
antigenos inalados e, conseqiientemente, na resposta imunolégica dirigida a eles.
(GIANNASCA et al. 1997; JEPSON & CLARRK, 2001; ANDOH et al., 2002;
CLARRK & JEPSON, 2003).

A seletividade de algumas lectinas por células M tem sido bem
documentada (CLARK et al, 1995; JEPSON et al, 1996; SHARMA et al, 1996;
GIANNASCA et al., 1997; MANTIS et al., 2000). Provavelmente a presenca de
glicoconjugados nessa mucosa pode permitir a ligacdo dessas proteinas em
estruturas alvo da resposta imune.

Estudos histoquimicos de lectinas (GEBERT, 1995; GIANNASCA et al.,
1997; JEONG et al., 1999) demonstraram que algumas delas, com especificidade
variada podem ligar-se as células M trato respiratério de animais de laboratério.

O compartimento nasal possui intensa atividade muco-ciliar, que remove
com rapidez moléculas que estejam depositadas na superficie das células.
Contudo, apesar de ser uma mucosa menos hostil, comparada a mucosa
intestinal; os antigenos nela podem ser degradados. Além do que a absorgéo de
substancias neste sitio pode grandemente ser afetada pelo tamanho, carga,
hidrofobicidade da molécula a ser administrada, e pela acessibilidade dela ao seu
receptor na mucosa (MANTIS et al., 2000). Por fim, convém considerar que a

instilacdo de antigenos através das narinas em parte pode ser deglutida EYLES et
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al., 1999; McGHEE et al, 1999 e atingindo a mucosa oral, trazendo

conseqiiéncias a imunogenicidade da molécula.

Efeito dos carboidratos sobre a imunogenicidade da lectina de Talisia esculenta instilada na via
intranasal

Apesar de ter sido demonstrado anteriormente que a TEL n&o é tdo potente
quanto a OVA na inducdo de resposta imune apdés aplicagdo por via intranasal
(Tabela 6, Figura 12), deve-se ressaltar que ela provocou uma resposta, que
mostrou ser significativamente superior ao controle negativo PBS (p<0,05).

A interferéncia dos acucares manose-glucose e N-acetil-D-glucosamina,
sobre a imunogenicidade da lectina de Talisia esculenta instilada na via intranasal
encontram-se na (Figura 12, Tabela 6).

A administracdo da TEL associada com acucares inibidores afetou sua
imunogenicidade. Nota-se que na primeira semana de ensaio, a associagdo da
TEL a manose-glucose causou uma reducéo na resposta anti-TEL. Em relagédo ao
acucar N-Acetil-D-glucosamina, o efeito sobre a resposta imune anti-TEL, s6 foi
evidenciado na terceira semana. No entanto, no decorrer do experimento, esses
carboidratos afetaram igualmente a producdo de anticorpos totais contra a TEL.
Em cromatografia de fase reversa essa lectina apresentou quatro isoformas, cujos
monossacarideos manose, glucose e N-acetil-D-glucosamina apresentaram os
mais potentes efeitos inibitrios, nos ensaios de inibicdo da hemaglutinacdo. No
entanto FREIRE et al, 2002 observaram que residuos de manose foram mais
potentes inibidores do efeito da TEL, que glucose e N-acetil-D-glucosamina.

Nesse trabalho durante a maior parte do tempo, isto &, do 7° ao 35° dia, o
efeito da glucose-manose foi significativamente mais forte do que o da N-Acetil-D-
glucosamina. E possivel que a presenca dos aglicares manose-glucose tenha tido
maior efeito inicial do que a N-Acetil-D-glucosamina na ligacdo da TEL as células
M e/ou no reconhecimento dos determinantes antigénicos pelos linfocitos apoés a

apresentacdo da proteina a estas células.
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Certamente os receptores de superficie celular que estdo envolvidos com a
resposta imunoldgica da via subcuténea e da via intranasal podem ser diferentes,
permitindo que os carboidratos manose-glucose tenham maior impacto sobre a

resposta imune na via intranasal.

Efeito imunoadjuvante da lectina de Talisia esculenta em camundongos imunizados pela via nasal

com ovalbumina.

Partindo do principio de que a aplicagéo de TEL por via intranasal resultou
em uma demonstragéo do seu poder imunogénico (Figura 11 e na Tabela 5) e que
a adicdo de acgucares anulou este efeito (Figura 12, Tabela 6), testou-se a
atividade adjuvante da TEL sobre a sintese de anticorpos anti-OVA apds a sua
aplicac&o na mucosa nasal.

Os resultados, demonstrados na Tabela 7 e Figura 13, sugerem que a
TEL n&o tem atividade como adjuvante nesse caso. Os titulos de imunoglobulinas
totais foram inferior aos da OVA pura, embora tenha sido notada uma semelhanga
nas duas Ultimas semanas de experimento. A TEL nédo teve, portanto, efeito
estimulante sobre a induc&o da resposta humoral contra a ovoalbumina quando foi
instilada associada a OVA. Contrariamente a este trabalho, LAVELLE et al., 2001
encontraram forte poder adjuvante para a OVA co-administrada com a lectina
toxica ML-1 e também com a toxina do colera (CT). Resultados contrastantes com
os de LAVELLE et al., 2001 foram encontrados por ANDOH et al., 2002, mesmo
tendo utilizado o mesmo numero de imunizagdes e maiores concentragbes de
OVA associada ao CT, ndo obtiveram titulos elevados.

As lectinas UEA-1 e PHA n&o demonstraram um aumento significante de
anticorpos especificos para OVA segundo LAVELLE et al., 2001 e analogamente &
TEL, a lectina de WGA, que n&do € mitogénica, mas induz a secrecéo de IL-12 e
IFN-y (GABIUS, 1999), n&o apresentou efeito adjuvante. Inversamente, a lectina
LEA de mesma especificidade que a WGA, mostrou forte adjuvanticidade para a
OVA. E interessante ressaltar que LAVELLE et al., 2000, observaram efeito
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imunogénico para a WGA na mucosa nasal somente depois de trés doses
imunizantes e utilizando a mesma metodologia que esses autores, a TEL
demonstrou uma precocidade nesse efeito.

Caso o efeito adjuvante eéteja associado a ligagdo com o receptor,
convém salientar que os diferentes tipos celulares expressam receptores com
diferentes arranjos sejam glicanos ou glicoconjugados, isso pode ditar o efeito
adjuvante. Todavia, 0s mecanismos centrais para a atividade adjuvante sdo uma
adequada apresentagdo do antigeno e a estimulagdo da produgéo de citocinas

pelas células envolvidas.

Efetio da lectina de T. esculenta sobre os parametros biolégicos dos carrapatos Booplus microplus e

Riphicephalus. sanguineus

A lectina de Talisia esculenta (TEL) foi ainda estudada em relagdo a
possibilidade de interferéncia sobre a biologia de carrapatos parasitas de animais
domésticos. As espécies de carrapatos envolvidas neste teste foram Boophilus
microplus, parasita da espécie bovina e Riphicephalus sanguineus, que parasita
de cées. Fémeas ingurgitadas (AMARAL, 1993) s&o um dos instares de escolha
para os testes de sensibilidade a moléculas in vitro, feitos com a imersao de
exemplares no tempo padrao de 5 minutos.

Inicialmente, doses em concentragdes variaveis de 4 a 4000 mg/mL da
lectina diluida em tamp&o fosfato foram preparadas para imerséo das teledginas
de ambas as espécies de carrapatos, no intuito de se observar se o tratamento
com a lectina seria capaz de interferir sobre a postura de ovos. O conhecimento
sobre o desempenho biolégico dos carrapatos gera informagdes sobre a dinédmica
populacional e facilita a elaboragc@o de estratégias de controle populacionais mais
eficazes.

Os dados obtidos foram distribuidos em um grafico de disperséo, a partir do
qual foi tragada a linha de tendéncia que melhor representasse o fenédmeno. O
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modelo polinomial apresentou maior coeficiente de determinagéo (R?) e, por este
motivo, este modelo foi selecionado.

Os resultados das analises de regressao apresentados nas Figuras 14 e 15
para as espécies Boophilus microplus e Riphicephalus sanguineus,
respectivamente, demonstram que a massa total de ovos postos pelas teledginas
de Boophilus microplus foi afetada pelo tratamento com a lectina de Talisia
esculenta (TEL) de modo dose-dependente. Existe uma correlag&o linear entre o
tamanho, o peso das fémeas e a sua capacidade de oviposicao. (BENNET, 1974)
Por essa razéo a determinacéo do peso de conversdo maximo em ovos nas varias
espécies de ixodideos € relevante para os testes de eficacia de qualquer produto.
O coeficiente de determinacdo (R? de 0,9741 demonstra que a curva possuli
elevado poder de representagdo dos dados distribuidos no gréfico de disperséo. O
mesmo teste, feito com teledginas do carrapato Ripicephalus sanguineus, revelou
nao haver qualquer tipo de associagao positiva ou negativa, entre o tratamento
com lectina e a atividade de oviposicéo (Figura 16), uma vez que os dados se
distribuiram irregularmente na area do grafico, de modo que a melhor equacao
obtida apresentou R? de apenas 0,5588. Assim, foi considerado que n&o ocorreu
uma atividade biolégica da lectina estudada, sobre a postura das fémeas
pertencentes a espécie R sanguineus. Esses resultados refletem que existem
diferengas entre as duas espécies de ixodideos estudadas. Embora na literatura
pertinente ndo tenham sido encontrados relatos sobre a composi¢ao da cuticula
dessa espécie, certamente existem grandes diferencas estruturais, uma vez que
as fases n&o parasitarias larvas, ninfas e adultos jovens, sobrevivem por longos
periodos no ambiente, enquanto realizam a muda (ecdise). Essa peculiaridade
inerente a evolugéo desse parasita permitiu que a estrutura cuticular assumisse
uma organizagao de forma a minimizar o impacto provocado pelas alteragdes de
temperatura, umidade relativa e pelo o uso indiscriminado de acaricidas, tornando-
as mais resistentes. ,

A demonstragéo da atividade bioldgica da TEL, sobre a postura de ovos da
espécie B. microplus, direcionou a investigagdo sobre a possibilidade desse efeito
estar relacionado com o sitio carboidrato-ligante da lectina. Os resultados
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demonstraram que a TEL pré-tratada com seus carboidratos ligantes, glucose-
manose e N-Acetilglucosamina, foi inibida em sua acgéo, tendo sido observada
uma reducédo de quase 40% da capacidade de postura do parasita. DAVEY et al.,
2001 e NASCIMENTO, 2003 obtiveram resultados semelhantes a este trabalho
uma vez que o produto de fungos denominado spinosad e a lectina toxica de
Solieria filiformis produziram uma redugao significativa no peso total da massa de
ovos de fémeas do carrapato Boophilus microplus, respctivamente. Essa lectina
tem demonstrado efeito inseticida para as larvas de pragas agricolas, tais como a
do feijdgo (MACEDO et al., 2000), outras lectinas especificas para residuos de
manose também demonstraram efeito inibitério sobre o desenvolvimento de
estégios parasitarios de artrépodos de plantas (FOISSAC et al., 2000). FITCHES
et al., 1997; FITCHES & GATEHOUSE, 1998; FITCHES ef al., 2001 aventaram a
possibilidade dessas proteinas se ligar a receptores carboidratos presentes nas
células intestinais desses artropodes e causar danos a essas estruturas.

A grande maioria dos insetos parasitas de plantas apresenta membrana
peritréfica, no intestino médio organizada num arranjo de quitina (4-13%),
embebida numa matriz composta de proteinas e carboidratos (21-51%) e residuos
de N-acetil-D-glucosamina (RICHARDS & RICHARDS, 1997). Diferentemente
desses insetos os carrapatos possuem um exoesqueleto contendo quitina sob a
forma de microfibrilas embebidas numa matriz proteico-lipidica (DILLINGER &
KESEL, 2002). De um modo generalizado a cuticula de teledginas da espécie
Boophilus microplus, € muito hidrofébica contendo apenas tracos de proteinas
hidrossoltveis (HACKMAN, 1982) e 3.8% de quitina (HACKMAN & GOLDBERG,
1985). '

Em diferentes regides brasileiras, mas utilizando as mesmas condigdes de
laboratério, COSTA (1982); BITTENCOURT et al., 1990; GLORIA ef al.,1993a e
BORGES et al., 2001, estudaram aspectos biolégicos da fase ndo parasitaria
(teledginas) de carrapatos e GLORIA et al., 1993b, FLAUSINO et al., 1995;
MERLINI & YAMAMURA, 1998 e FURLONG, 1999 fizeram experimentos
utilizando carrapaticidas comerciais. E todas essas pesquisas resultaram em

dados muito variaveis em relacéo aos parametros bioldgicos estudados.
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O tratamento da lectina com manose-glucose e N-Acetilglucosamina
afetou de modo significativo a postura de ovos das teledginas avaliadas, mas
quando a lectina estava ligada aos aguUcares, esse parametro era similar ao
controle (Figura 16, Tabela 8). A TEL tem demonstrado efeito sobre o
desenvolvimento de larvas dos bruchideos do feijdo C. maculatus e Z
subfasciatus que foi totalmente abolido na presenca do aglcar manose, enquanto
que a glucose isoladamente inibiu parcialmente o peso e a sobrevivéncia dos
mesmos. TRIGUEROS et al., 2000, também observaram uma diminuicéo do poder
inseticida da lectina de Lathyrus ochrus, sobre as larvas de Drosophila
melanogaster, quando esta foi associada a glucose o seu aclcar ligante.

O peso da quendgena (PQ) foi influenciado, tanto pela ag&o da lectina
pura quanto pela sua associagdo com os carboidratos ligantes (Figura 17, Tabela
8). Esse parametro quando comparado ao peso inicial da fémea reflete a
capacidade de conversdo dos nutrientes em ovos € isso repercute diretamente
nos indices de eficiéncia reprodutiva (IER) e nutricional (IEN) (AMARAL, 1993).

A maior perda de peso foi observada nos parasitas do grupo controle
(206,05 + 41,53 gramas) e a menor perda foi verificada no grupo tratado com a
TEL na dose de 400 mg/mL. Esses resultados s&o compreensiveis considerando-
se que quanto maior a massa total de ovos postos, maior € a perda de peso da
fémea do carrapato e vice-versa. Assim, no tratamento em que houve a maior
massa total de ovos postos, ou seja, no grupo controle, ocorreu também maior
perda de peso da quendgena.

Provavelmente o tratamento com a lectina provocou a retengéao nos ovos e
isso proporcionou um aumento no peso das fémeas tratadas, fato também
constatado por NASCIMENTO, 2003, que utilizou a lectina da alga vermelha,
Soleria fiiformis, em grupos de teledginas de bovinos. Em experimentos dessa
natureza a enterobactéria Cedeca lapagei, pode causar infeccdo da abertura
genital, impedir a postura dos ovos e causar enegrecimento nos exemplares, que
estdo dentro dos ovos GLORIA et al,1993a. Em nenhuma das etapas, desta
pesquisa, nao foram observadas quaisquer indicativos desse tipo de infecgéo nas

fémeas.
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Os grupos de teledginas tratados com a lectina associada aos actcares
apresentaram nivel de postura maior que o grupo tratado com a TEL pura,
NASCIMENTO 2003, encontrou resultados semelhantes em relagdo a lectina
téxica da alga Soleria filiformis.

No estudo da biologia de carrapatos, s&o utilizados os indices de eficiéncia
reprodutiva (IER) e de eficiéncia nutricional (IEN) como indicativos do poder de
proliferacdo dos parasitas e do comportamento do metabolismo nutricional sob
condi¢des de laboratdrio. Os valores encontrados para esses parametros, embora
tenham sido numericamente semelhantes aos do grupo controle, demonstraram
que n&o ocorreu interferéncia das associagdes lectina-carboidrato sobre o poder
de proliferagéo, dado pelo IER (Figura 17, tabela 8) nem sobre o metabolismo
nutricional, dado pelo IEN (Figura 18, Tabela 8). Esse mesmo comportamento foi
detectado por NASCIMENTO, 2003, que utilizou a lectina da alga S. filifomis, em
teléginas, provenientes dos mesmos bovinos e da mesma regido geografica de
Fortaleza, utilizados nesta pesquisa. Isso pode ser explicado pelo fato de que a
variagdo estacional influencia o IER de fémeas de carrapatos mesmo que elas
tenham sido submetidas a condigdes controladas em laboratorio, uma vez que as
mesmas viveram o seu ciclo bioldgico completo sobre seu hospedeiro. BORGES
et al., 2001, estudando o comportamento de colénias de carrapatos B. microplus,
coletadas de bovinos e em seguida mantidas em laboratério, para postura,
encontraram grande variabilidade do IER, a qual atribuiram as diversidades
climaticas na dependéncia dos periodos seco ou chuvoso.

A utilizagdo de produtos quimicos que contaminam, intoxicam, geram
desequilibrio ecolégico (SAITO & LUCCHINI, 1998) e resisténcia (GALLO et al.,
2002), ainda tem sido o recurso mais utilizado no combate as pragas sejam
agricolas ou parasitas de animais.

PUSZTAI et al., 1990, observaram que dependendo da afinidade por
receptores carboidratos e da resisténcia a protedlise pelas enzimas intestinais dos
insetos, as lectinas poderiam se ligar em partes intestinais diferentes, causando-

lhes alteragdes morfo-funcionais.
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Nos anos mais recentes outras pesquisas demonstraram que as lectinas e
algumas lectina-like presentes nos vegetais podem protegé-los contra a agéo de
predadores e de pragas (MACEDO et al., 1995; CARLINI et al., 1997; FITCHES et
al.; 1997; FITCHES & GATEHOUSE, 1998; MACEDO et al., 2000 e MACHUKA et
al., 2000).

Lectinas com afinidade para residuos de manose inibiram o
desenvolvimento de estagios parasitarios pertencentes as ordens Coleoptera,
Lepidoptera e Homoptera (FOISSAC et al., 2000). Tendo sido observado que,
essas proteinas podem ligar-se a receptores carboidratos presentes nas células
intestinais dessas classes de insetos e causar danos (FITCHES et al., 1997;
FITCHES & GATEHOUSE, 1998; FITCHES et al., 2001).

Os mecanismos de agdo dessas proteinas sobre os estagios parasitarios
dos insetos, ainda n&o estdo completamente elucidados. E conhecido que essas
moléculas fazem ligacdo com receptores presentes no epitélio intestinal o que
pode modular os efeitos subsequentes (POWELL ef al.,, 1998). Particularmente,
as lectinas podem se ligar a membrana peritréfica. Essa membrana é organizada
num arranjo de quitina (4-13%), embebida numa matriz composta de proteinas e
carboidratos (21-51%) e residuos de N-acetil-D-glucosamina, e reveste as células
do terco médio do intestino de alguns dos insetos fitéfagos (RICHARDS &
RICHARDS, 1997). Uma vez ligada a essa membrana, uma lectina pode interferir
no processo de digestao e absorgéo do inseto (ZHU et al., 1996) ou no processo
de formagcdo da membrana e penetrar nas microvilosidades permitindo a
destruicdo do intestino pelo material de ingesta (HARPER & HOPPINKS, 1997,
HARPER et al., 1998).

FITCHES et al., 2001, observaram que a ligacéo das lectinas GNA e Con
A com as microvilosidades e a membrana peritréfica permitiu a passagem de
proteinas do intestino para os tubulos de Malpighi, na larva do tomate, Lacanobia
oleracea, sugerindo que ambas as lectinas exerciam efeitos sistémicos nessa
praga.

A lectina de Talisia esculenta (TEL), especifica para residuos de manose-
glucose, quando usada nas concentragcdes 0.5-2.0% (w/w) em sementes artificiais,
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apresentou efeito inseticida para as larvas de Calosobruchus maculatus e
Zabrotes subfasciatus (MACEDO et al., 2000). Essa lectina também demonstrou
resistir as enzimas digestivas desses insetos (MACEDO et al., 2002; FREIRE,
2003).

Captagéo da lectina de T. esculenta conjugada na cuticula dos carrapatos Boophilus microplus e

Riphicephalus sanguineus através de fluorescéncia.

A técnica de fluorescéncia foi utilizada para detectar a presenca da lectina
de T. esculenta na cuticula, no ovario e nas células intestinais das espécies
ixodidas estudadas (Figuras 20 e 21).

Somente a cuticula da espécie Boophilus microplus apresentou
fluorescéncia disseminada no idiossoma (Figura 21 A). Essa € uma area menos
espessa e esclerotizada do exoesqueleto ixodida e nela existe grande quantidade
de quitina (HACKMAN, 1982, HACKMAN & GOLDBERG, 1985). Possivelmente a
TEL ligou-se a matriz de quitina, que compde a cuticula e como resultante dessa
ligacé@o, ocorreram as alteracdes no ovario, que provocaram a retencéo dos ovos.
Esse efeito provocou a reducdo de quase 40% na postura das teldéginas do
carrapato Boophilus microplus.

N&o foi evidenciada fluorescéncia na cuticula das fémeas do carrapato
Riphicephalus sanguineus, quando as mesmas foram tratadas com a lectina de
Talisia esculenta associada a FITC. E importante frisar que, ainda que, os
carrapatos apresentem caracteristicas filogenéticas comuns, existem diferencas
na biologia, no tipo de hospedeiro e no arranjo estrutural das cuticulas entre as
varias espécies parasitas de animais. Razdo pela qual este estudo ndo encontrou
efeitos sobre os parametros bioldgicos, do carrapato Riphicephalus sanguineus
utilizando a lectina de Talisia esculenta, em solugdo aquosa na forma de banhos
de imers&o. Essa prerrogativa € merecedora de investigacdes futuras. A comecar
pela busca da composicdo estrutural da cuticula desses artrépodes ou o
tratamento da cuticula utilizando substéncias que exponham os carboidratos e a
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realizacdo de novos testes com a lectina dissolvida em outras solugdes, uma vez
que a cuticula dos carrapatos é extremamente hidrofobica.
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7. CONCLUSOES

A lectina de Talisia esculenta (TEL) apresentou imuﬁageai&iaade quando foi

administrada tanto pela via subcutanea quanto pela via nasal.

A administragdo da lectina de Talisia esculenta (TEL) associada aos seus
agucares ligantes (manose-glucose e N-acetil-D-Glucosamina) ndo produziu efeito

imunogénico nem na via subcutanea nem na via nasal.

A injecdo da lectina de Talisia esculenta (TEL) associada & ovalbumina produziu

efeito adjuvante somente quando administrada pela via subcutanea.

A administragio da lectina de Talisia esculenta (TEL) associada a ovalbumina nao

gerou efeito adjuvante na via nasal.

Os parametros biolégicos do carrapato dos bovinos Boophilus microplus: peso da
massa total de ovos postos (PMOT), peso da quendgena (PQ), bem como os
indices de eficiéncia reprodutiva (IER) e nutricional (IEN) foram afetados pelo

tratamento de teléoginas desse carrapato com a lectina de Talisia esculenta (TEL)

O tratamento das teledginas do carrapato dos bovinos Boophilus microplus com a
lectina de Talisia esculenta (TEL) associada aos seus agucares ligantes (manose-

glucose e N-acetil-D-Glucosamina) aboliu o efeito dessa lectina sobre o peso da
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massa total de ovos postos (PMOT), peso da quendgena (PQ), mas ndo afetou os

indices de eficiéncia reprodutiva (IER) e nutricional (IEN).

O tratamento das teledginas do carrapato dos caninos Riphicephalus sanguineus
com a lectina de Talisia esculenta (TEL) ndo afetou os seus parametros
biolégicos: peso da massa total de ovos postosv(PMOT), peso da quendgena (PQ)

e os indices de eficiéncia reprodutiva (IER) e nutricional (IEN).

Somente foi detectada fluorescéncia na cuticula do carrapato dos bovinos
Boophilus ‘microplus quando a mesma foi incubada com a lectina de Talisia
esculenta (TEL) associada a FITC, indicando que a lectina ligou-se provavelmente

aos acgucares presentes na cuticula dessa espécie.
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8. ANEXOS



TABELA 1. Composi§éo centesimal das sementes de Talisia esculenta.

Constituintes Valores (%)
Umidade total 31,80
Matéria seca total 69,20
Proteina bruta 6,86
Extrato etereo 0,20
Residuo mineral 148
Carboidratos totais 60,39
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TABELA 2. Imunogenicidade da |ectiha de Talisia esculenta (TEL) aplicada por via subcutanea em diferentes doses.

Tratamentos Dia 0 Dia 07 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42

TEL 50pg 23.8+17.2Ac 1821.0+570.0Aa 416.0+172.0Bb 1556.6+446.4Ba 1694.8+378.5Ba 1158.4+ 394.4Aa  1125.6+160.2Ba
TEL 100pg 28.4+19.3Ae  551.4+74.7Bd  1691.0+513.8Ac 4828.0+629.5Aa 4169.6+533.6Aab 3335.4+1357.1Aabc 3101.0+761.0Aabc
Ovalbumina 21.4+17.5Ae  127.8+ 34.7Cd  240.6+ 35.3Cc  677.4+136.7Cb 1488.2+317.1Ba  229.2+107.6Bc 212.0+£50.3Cc

Tampéo fosfato* 9.8+12.2Aa  27.0+13.6Da  224+125Da  12.0+4.0Da 9.8+8.3Ca 6.4+ 3.5Cb 5.4+3.0Db

*PBSpH7,4 0,1 M

Letras maitsculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre colunas (diferentes tratamentos dentro de cada dia)
por aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste néo paramétrico de Kruskal-Walllis.
Letras minusculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre linhas (evolugéo da resposta a cada tratamento

ao longo dos dias) por aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste néo paramétrico de Kruskal-Walllis.
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TABELA 3. Efeito dos carboidratos ligantes sobre a ifnunogenicidade da lectina de Talisia esculenta (TEL) aplicada por via subcutanea.

Tratamentos Dia0 Dia 07 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42

TEL100ng 28.4+19.3Ae 551.4+74.7Ad 1691.0+513.8Aa 4828.0+629.5Aa 4169.6+533.6Aab 3335.4+1357.1Aabc 3101.0+761.0Aabc
TELGM®  0.0+11.9Bd 30.2+12.1Bc  58.0+45.5Bc  219.9+61.4Ba  249.0+93.1Ba  162.8+97.1Bb 216.2+88.0Bab

TELNAc®  3.6+14.1Bc  3.2+18.5Cc  2.6+11.8Cc 0.0+12.2Cc 1.7+5.0Cc 91.6+7.4Bb 163.4+22.6Ba

(1) glucose-manose  (2) N-acetil-D-glucosamina

Letras mailsculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre colunas (diferentes tratamentos dentro de cada dia) por aplicagéo
do teste t de Student aos escores determinados pelo teste nédo paramétrico de Kruskal-Walllis.
Letras minGsculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre linhas (evolugéo da resposta a cada tratamento ao longo dos dias)

por aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Walllis.
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TABELA 4. Agéo adjuvante da lectina de Talisia esculenta (TEL) aplicada por via subcutanea em diferentes doses.

Tramentos Dia 0 Dia 07 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42

TEL 50pg +OVA (). 94:8+11.7Ac 470.0+112.7Ab 818.6+154.0Aab 1302.4+833.6Aa 1020.8+643.2Bab 556.6+352.5Ab 980.0+644.5Aab
TEL100pg +OVA  70.8+ 7.9Ac 171.6+57.2Bb 222.6+112.4BCh 300.2+223.1Cab 439.2+302.8Ca 206.4+ 99.6Bb 204.2+ 56.4Bb
Ovalbumina (OVA)  21.4+17.5Be 127.8+ 34.7Bd 240.6+ 35.3Bc  677.4+136.7ABb 1488.2+317.1ABa 229.2+107.6Bc 212.0+ 50.3Bc

OVA+AI(OH);@  80.2+ 5.6Af 292.4+62.3Ad 130.6+ 23.7Ce 439.2+ 67.7Bcd 2439.0+354.5Aa 820.6+166.3Abc 844.2:+208.9Ab

(1) ovalbumina (2) hidroxido de aluminio

Letras mailsculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre colunas (comparagéo dos diferentes tratamentos dentro de cada
dia) por aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste néo paramétrico de Kruskal-Walllis.

Letras minUsculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre linhas (evolugéo da resposta a cada tratamento

ao longo dos dias) por aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste n&o paramétrico de Kruskal-Walllis.
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TABELA 5. Imunogenicidade da lectina de Talisia esculenta (TEL) aplicada por via intranasal.

Tratamentos

e T
TEL10pg  27.6+18.5Bd 76.2+50.7Ac 37.8:24.5Bcd 254.2+155.8Ab 569.4+855Ba 783.8+837.2Ba 305.0+76.9Bab
Ovalbumina  69.4+27.5Bd 83.2+53.9Ad 152.8+50.5Ac 298.4+184.4Ab 2123.6+847.1Aa 2285.0+895.7Aa 3023.6+1085.0Aa

Tampéo fosfato* 9.8+12.2Aab 27.0+13.6Ba 22.4+12.5Bab 12.0+4.0+Cab 9.8+8.3Cab 6.4+3.5Cb 5.4+3.0Cb

*PBSpH7,4 0,1 M

Letras maiusculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre colunas (diferentes tratamentos dentro de cada dia)
por aplicagdo do teste t de Student aos escores determinados pelo teéte nao parametrico de Kruskal-Walllis.

Letras minusculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre linhas (evolugéo da resposta a cada tratamento ao

longo dos dias) por aplicagao do teste t de Student aos escores determinados pelo teste néo paramétrico de Kruskal-Walllis.
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TABELA 6. Efeito dos carboidratos ligantes sobre a imunogenicidade da lectina de Talisia esculenta (TEL) aplicada por via intranasal.

Tratamentos Dia 0 Dia 07 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42

TEL100pg 27.6+18.5Ad 76.2+50.7Ac  37.8+24.5Acd 254.2+155.8Ab 569.4+85.5Aa 783.8+837.2Aa 305.0+76.9Aab
TEL GM 11.8£26.7Ab 0.0+121Bc  0.0+10.7Bc ~ 0.0+46.2Cc  0.0+111.9Cbc  0.0+122.4Chc  82.2+61.2Ba

TELNAc  21.6+13.9Ac 63.2+19.6Aab 34.6+7.8Abc  80.2+23.5Ba 56.2+13.4Bab 66.6+22.0Ba 85.4+19.2Ba

(1) glucose-manose  (2) N-acetil-DO-glucosamina

Letras mailsculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre colunas (diferentes tratamentos dentro de cada dia) por

aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste néo paramétrico de Kruskal-Walllis.

Letras mintsculas distintas representam diferencas significativas (p<0,05) entre linhas (evolugéo da resposta a cada tratamento ao longo dos

dias) por aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste néo paramétrico de Kruskal-Walllis.
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TABELA 7. Agéo adjuvante da lectina de Talisia esculenta (TEL) aplicada por via intranasal.

Tramentos Dia 0 Dia 07 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42

Ovalbumina ~ 69.4+27.5Ad 83.2+53.9Ad 152.8+50.5Ac 298.4+184.4Ab 2123.6+847.1Aa 2285.0+ 895.7Aa 3023.6+1085.0Aa

TEL+OVA(M  28.4+22.7Be 41.4+18.7Be 1.4+39.9Be 113.2+50.8Bd 495.2+123.6Bc 1716.2+1138.3Ab 3142.4+ 686.0Aa

(1) Ovalbumina

Letras mailsculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre colunas (comparagéo dos diferentes tratamentos
dentro de cada dia) por aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste néo paramétrico de Kruskal-Walllis.
Letras minusculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre linhas (evolug&o da resposta a cada tratamento ao

longo dos dias) por aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste néo paramétrico de Kruskal-Walllis.
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TABELA 8. Efeito da lectina de Talisia esculenta (TEL), pura e pré-tratada com carboidratos especificos, sobre parametros biologicos do

carrapato de bovinos Boophilus microplus.

~

Indice de eficiéncia

(PMOT) quendgena (PQ) reprodutiva (IER) nutricional (IEN)
TEL400mg/imL 8040+£3938B  17249+40,94B  3483+1844B 44,84+ 1788B
TEL+GM () 111,91 £ 23,19 A 206,31 + 26,11 A 44,96 + 11,21 AB 54,57 + 11,47 AB
TEL+NAc® 105,26 + 28,53 A 177,19+ 31,92 AB 47,71 £13,05 AB 58,46 + 9,00 AB
Tampéo fosfato * 129,09 + 44,28 A 206,05 + 41,53 A 49,80 + 12,40 A 61,36 + 10,32 A

(1) glucose-manose (2) N-Acetil-D-glucosamina
*PBSpH7,4 0,1 M
Letras mailsculas distintas representam diferengas significativas (p<0,05) entre linhas (comparagéo entre os diferentes tratamentos

para cada parametro biolégico estudado) por aplicagéo do teste t de Student aos escores determinados pelo teste ndo paramétrico

de Kruskal-Walllis.
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