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v

Muitas vezes as pessoas sao
egocéntricas, ilogicas e insensatas.
Perdoe-as assim mesmo.

Se vocé ¢ gentil, as pessoas podem
acusa-la de egoista, interesseira.
Seja gentil assim mesmo.

Se vocé € uma vencedora, tera
alguns falsos amigos e alguns
inimigos verdadeiros.
Venga assim mesmo.

Se vocé ¢ honesta e franca,
as pessoas podem engana-la
Seja honesta e franca assim mesmo.

O que vocé levou anos para
construir, alguém pode destruir
de uma hora para outra.
Construa assim mesmo.

Se vocé tem paz e ¢ feliz,
as pessoas podem sentir inveja.
Seja feliz assim mesmo.

O bem que vocé faz hoje pode
ser esquecido amanha.
Faga o bem assim mesmo.

Dé ao mundo o melhor

de vocé, mais isso pode nunca

ser o bastante.

Dé o melhor de vocé assim mesmo.

Veja vocé que, no final das contas,
¢ entre vocé ¢ Deus.

Nunca foi entre vocé e as

outras pessoas.

Madre Irma Teresa de Calcuta
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RESUMO

Titulo - Caracterizacdo Bioquimica Parcial do Latex de Calotropis procera (Ait.) R. Br.
e Efeito Sobre a Eclosdo de ovos e Desenvolvimento do mosquito transmissor da
Dengue. Autor — Glais de Paiva Bandeira.

Introdugdo - O arbusto Calotropis procera (Ait.) R.Br. ¢ um membro da familia
Asclepiadaceae. E vastamente encontrado no Estado do Ceara e tem como caracteristica
a producdo de latex. Ao latex sdo atribuidas propriedades toxicas e farmacoldgicas.
Neste trabalho, uma caracterizagdo bioquimica parcial do latex foi estabelecida e seu
efeito sobre a eclosdo de ovos e desenvolvimento larval do Mosquito transmissor da
Dengue (Stegomyia aegypti) foi avaliado.

Métodos - O latex foi coletado de plantas ndo cultivadas e apos etapas de dialise e
centrifugacdo deu origem a trés fracdes: LP (rica em proteinas), DL (compostos de
pequeno tamanho molecular e soliveis em agua) e RL (fragdo rica em isopreno,
insoluvel em agua). Uma andlise fisico-quimica de elementos inorganicos foi realizada.
As fragdes foram analisadas através de eletroforese em uma e 2 dimensdes,
espectrometria de massas, técnicas cromatograficas e atividades enzimaticas. A
presenga de glicoproteinas foi investigada através de coloracdo em gel e analise por
Ressonancia Plasmoénica de Superficie. Bioensaios para atividade ovicida e larvicida
foram realizados com as fragdes LP e DL, além do latex integro.

Resultados — A fracao LP representou 10,03 % da massa seca do latex enquanto que
DL representou menos que 1 % e RL 84,97 %. O latex possui quantidades apreciaveis
de HCO™, Mg"™, CI', quantidades menores de SO, NO;" NO NH; e P, enquanto que
Ca™ e Fe™ ndo foram detectados. A fracdo PL apresentou proteinas com massa
molecular relativa entre 8.000 - 97.000 Da e isto foi confirmado por Espectrometria de
massa. Foi verificado que as fracdes RL e LP eram similares e peptideos foram
detectados na fracdo DL. A fragdo LP mostrou-se heterogénea em gel de eletroforese 2-
D e as proteinas exibiram carater essencialmente basico. Trés picos protéicos foram
recuperados por troca idnica. A fragdo LP foi capaz de se ligar a matriz de quitina e foi
detectada atividade quitinasica. Atividades para, superoxido dismutase e ascorbato
peroxidase foram detectadas, mas ndo para catalase. Glicoproteinas do tipo
oligomanosidicas ¢ N-acetillactosamina parecem estar presentes na fragdo LP. O latex
total causou 100 % de mortalidade para larvas do terceiro estagio de St. aegypti. As
fragdes também foram toxicas causando 100 % mortalidade em 24 hs. Quando as
fracdes LP e DL foram aquecidas a 100 °C a acdo larvicida da fragdo LP diminuiu ¢ a
da fragdo DL foi pouco afetada sugerindo pouca termoestabilidade dos componentes
ativos em LP. As fracdes LP e DL foram parcialmente efetivas em prevenir a eclosao
dos ovos do mosquito e muitos dos individuos ndo atingiram o primeiro ou segundo
estagio. E esperado que os efeitos toxicos observados sobre a eclosio dos ovos e
desenvolvimento das larvas poderiam ser, em parte, devido ao conteudo protéico de LP.
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ABSTRACT

Calotropis procera (Ait.) R.Br. (Asclepiadaceac) is a well-known medicinal plant with
leaves, roots and bark being exploited by popular medicine to fight many human and
animal diseases. Despite, the lack of information about its biochemical content has
stimulated the present study. Healthy plants of C. procera growing in the field around
the beaches of Fortaleza were used as the source of fresh latex. The latex was collected
in distilled water to give a dilution rate of 1:2 (v:v). The mixture was gently agitated
during collection to overcome the natural coagulation effect of the material. Later in the
laboratory the samples were centrifuged at 5.000 x g during 10 min at room
temperature. The rubber-rich precipitate was separated and the supernatant was
exhaustively dialyzed against distilled water at room temperature and recentrifuged
using the conditions described above. Three distinct fractions were obtained: LP (rich in
proteins); DL (rich in low molecular weight molecules) and RL (rich in poly-isoprene
rubber). LP fraction constitutes 10.03 % of the dry matter of the latex while DL > 1%
and RL 84.97 %. The latex possesses relevant amounts of HCO'3, Mg+2, CI, lower
quantities of SO, NOs;™ NO," NH4" and P, while Ca™ and Fe'* were not detected.
Proteins in LP showed molecular mass varying between 8,000 - 97,000 Da further
confirmed by mass spectrometry. They are essentially basic proteins. RL and LP
exhibited similar protein profile and peptides were detected in DL. LP could be
fractionated in three newly fractions by ion exchange chromatography and able to bind
chitin. Enzymatic activity of chitinases, superoxide dismutase and ascorbate peroxidases
were detected. Glicoproteinas bearing oligomanosidic and N-acetylgalactosamine seems
to be present in LP. The whole latex was shown to cause 100 % mortality of 3 instars
within five minutes. Both LP and DL fractions were partially effective to prevent egg
hatching and most of individuals growing under experimental conditions died before
reaching 2™ instars or stayed in 1 instars. Besides, the fractions were very toxic to 3"
instars causing 100 % mortality within 24 hs. When both fractions were submitted to
heat-treatment the toxic effects of LP were strongly diminished while that of DL
diminished slowly suggesting low thermostability of the toxic compounds in LP.
According to the results, the latex of C. procera exhibits strong insecticide action upon
St. aegypti and it is expected that proteins are at least in part involved in that an activity.
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| - INTRODUCAO

1.1. Plantas Laticiferas

No reino Plantae as plantas que exsudam um liquido, na maioria das vezes de
aparéncia leitosa, quando as mesmas sdo submetidas a injdrias mecéanicas, foram
denominadas laticiferas. A referida classe é formada por mais de 12.000 espécies,
pertencentes a 900 géneros, subdivididas em 12 familias. Dentre essas,
aproximadamente 1000 produzem polimeros em seu fluido laticifero que tém
caracteristicas colante e plastica quando sdo exsudados. Esses compostos sao
genericamente chamados de borracha e normalmente prevalece no fluido laticifero
como 0 componente mais abundante em termos comparativos com os demais. Desta
forma, o termo latex é intimamente relacionado ao termo borracha (YEANG et al.,
2002).

Dentre as familias de plantas que apresentam esta propriedade destacam-se
Euphorbiaceae (LYNN & CLEVETTE-RADFORD, 1988), Asclepiadaceae
(BROCKBANK & LYNN, 1979), embora outras familias como Moraceae,
Compositae, Anarcadiacea, Sapotacea e Apocynacea produzam latex em quantidades
suficiente para que estejam inclusas entre o grupo de familias que merecam ser alvos

de investigagdes cientificas (DELTA, 1982).



Plantas comuns como Jasmim (Plumeria rubra L.), Aveloz (Euphorbia
tirucalli) e Sapoti (Achras sapota) sdo plantas laticiferas. Entretanto, sem qualquer
davida, a planta laticifera mais conhecida em todo o mundo é a arvore da borracha
ou mais comumente chamada de seringueira (Hevea brasiliensis). A matéria prima
oriunda da seringueira, extraida de seu fluido laticifero revolucionou a industria e
gerou uma consideravel gama de produtos industrializados dos quais se destacam o
pneu para automotivos e os produtos cirdrgicos descartaveis como as luvas utilizados
por todos os profissionais da area de saide (SUSSMAN et al., 2002).

No contexto da morfologia vegetal, o latex é um contetdo citoplasmatico
circulante em canais especificos onde organelas citoplasmaticas estdo imersas e ha
intensa sintese de proteinas e comumente de um polimero de poliisopreno que da ao
material a propriedade de borracha (KEKWICK, 2001). Dai o contetdo interior dos
laticiferos ser denominado de células laticiferas (KEKWICK, 2001).

Os canais laticiferos podem estar presentes em todas as partes da planta ou
apenas em tecidos ou 6rgaos restritos. A extracdo de latex de H. brasiliensis ocorre
através de incisbes realizadas em seu caule, enquanto que em C. procera o latex é
abundante apenas em suas extremidades foliares e ndo é possivel coletar latex a partir
de sua porcéo lenhosa.

Ainda considerando aspectos morfoldgicos, dois tipos distintos de laticiferos
sdo observados. Os laticiferos articulados sdo formados por células sequenciais que
sdo interrompidas pela parede celular enquanto nos ndo articulados as células
subjacentes mantém trocas mais intensas de materiais circundantes (KEKWICK,

2001).



Este detalhe estrutural poderia explicar porque em algumas plantas laticiferas
€ mais pratico coletar maiores quantidades de latex enquanto em outras, embora haja

producdo do fluido, sua coleta é extremamente laboriosa.

1.2. Caracteristicas Gerais do Latex

E interessante saber que nem sempre o latex de plantas tem aparéncia
leitosa. Existem registros de plantas que, por outro lado, produzem um liquido de cor
amarela, como no caso de plantas da familia Papaveraceae, ou marrom-amarelado,
como a Cannabis, ou entdo limpido como em Morus e Nerium oleander
(METCALFE, 1967). O latex poder ser extraido a partir do caule (Hevea
brasiliensis), tubérculos (Manihot glaziovii) (PEREIRA et al., 1999), folhas (C.
procera), galhos (Plumeria rubra) ou do fruto (Achras sapota, Carica papaya).

Considerando-se H. brasiliensis, quando o latex € submetido a centrifugacédo
é possivel visualizar a formacdo de fases, destacando-se entre elas uma fase
constituida essencialmente de um polimero de poliisopreno sendo responsavel por
aproximadamente 37 % do volume total do fluido (D’AUZAC & JACOB, 1988a).
Uma fragdo aquosa denominada soro citoplasmatico ou soro C, que representa 48 %
do volume e uma terceira fase chamada soro de sedimentagdo ou soro S, que ocupa o
volume referente a 15 % do contetdo total. Nessa terceira fase sdo encontradas
varias particulas como os lutdides, vesiculas e vactolos que contém em seu interior
um fluido denominado soro B (WEBSTER & PAARDEKOOPER, 1969; D’AUZAC

& JACOB, 1988b), enquanto que um pequeno percentual em relagdo ao volume total



é representado pelas particulas de Frey Wyssling (WEBSTER &
PAARDEKOOPER, 1969).

A coagulacdo do latex, fendbmeno que permite a paralisagdo do escoamento
do fluido através da superficie da planta, € um fenbmeno complexo e varias sdo as
hipoteses destinadas a esclarecer este processo. Dentre elas é destacada a
participacdo dos lutdides que liberam substdncias envolvidas no processo de
coagulacdo do latex em consequéncia das injurias mecanicas sofridas pela planta
(D’AUZAC, 1988a). O termo coagulacédo faz referéncia a uma analogia a coagulagéo
do sangue onde uma fase liquida forma um emaranhado de redes dando um aspecto

semi-so6lido ao material e aprisiona moléculas soltveis em seu interior.

1.3 - Composic¢ado Quimica do Latex

O Léatex é constituido por diversas substancias, como polimeros de
hidrocarbonetos, poliisopreno e proteinas (YEANG et al., 2002). Em latex também
sdo encontrados terpenos (SABY JOHN et al., 1999), polifendis (SABY JOHN et al.,
2003) carbonatos, alcaldides, vitaminas, lipideos e aminoacidos, além de uma
diversidade de componentes celulares (MORCELLE et al., 2004).

A borracha, um hidrocarboneto formado por polimeros de isopreno, tem sido
alvo de intensos estudos em virtude da sua grande utilizagé@o e por apresentar grande
valor comercial (SILER & CORNISH, 1995). Estas particulas sdo rodeadas por uma
camada de proteinas adsorvidas na interface borracha-dgua que determinam a
estabilidade e o comportamento coloidal do latex apresentando massa molecular que

varia de 10* a 2 x 10° Da, dependendo da espécie vegetal (KEKWICK, 2001).



Embora as plantas laticiferas sejam um atraente modelo biolégico para estudo
cientifico, investigacdes sobre as propriedades biogquimicas e fisiologicas de latex sao
ainda bastante precarias. No tocante a caracterizagdo bioquimica, isolamento e
purificagdo de proteinas, bem como de outros compostos presentes nesta secre¢do

ndo ha muitos exemplos amplamente descritos na literatura.

1.4 - Proteinas Presentes em fluidos laticiferos

Muitas das proteinas presentes em preparacdes feitas a partir de fluidos
laticiferos sdo proteases, que diante dos seus altos niveis de atividade enzimética
detectados, levam a crer que assumam importante papel fisiologico, na protecdo das
plantas contra o ataque de predadores (SMITH et al., 1955; BOLLER, 1986)
confirmado através da presenca da acdo bacteriolitica detectada no latex de Carica
papaia (HOWARD & GLAZER, 1969), Ficus glabrata (GLAZER et al., 1969) e
Ervatamia coronaria (KIDWAI & MURTI, 1963). Muitas delas sdo classificadas
como peptidases, de especial interesse, devido a sua resisténcia em manter-se ativa
em larga faixa de temperatura e pH. Sd0 comumente encontradas em diversas
familias como na Caricaceae (SCHACK, 1967), onde vérias endopeptidases
cisteinicas foram purificadas a partir do fruto da Carica papaya L., e foram
denominadas papainas (EC 3.4.22.2), quimopapainas A e B (3.4.22.6), papaia
endopeptidases Il e papaia endopeptidase 1V (1,2) e a endopeptidase Q2 (3) (SILVA
et al., 1997), Moraceae (SGARBIERI et al.,, 1964), Euphorbiaceae (LYNN &
CLEVETTE-RADFORD, 1988) e Apocynaceae (JAFFE & LYNN, 1979). Dentre

essas ja foram purificadas e caracterizadas: 1 endopeptiadase a partir da Asclepias



fruticosa L. (TREJO et al., 2001), 1 protease cisteinica estavel, denominada
proceraina obtida a partir da C. procera (DUBEY et al., 2003), 3 endopeptidases
cisteinicas, denominadas araujiaina h I, Il e Ill, da Araujia hortorum Fourn.
(PRIOLO et al., 2000; OBREGON et al., 2001) e 1 endopeptidase cisteinica,
denominada morrenaina b |, obtida a partir do latex de Morrenia brachistephana
Griseb (CAVALLI et al., 2003). Outras 4 proteases cisteinicas, denominadas
Calotropina FI, FIl, DI e DII, purificadas a partir de Calotropis gigantea
(ABRAHAM & JOSHI, 1979), ervatamina A, B e C, a partir da Ervatamia coronaria
(SUNDD et al., 1998; KUNDU et al., 2000), asclepaina c |, obtida a partir de
Asclepias curassavica (LIGGIERI et al., 2004) . Cabe salientar que as diversas
proteases purificadas a partir de uma mesma espécie apresentam diferencas na sua
composi¢do de aminoacidos e perfis cromatograficos e eletroforéticos distintos,
sendo possivel afirmar que as maltiplas formas de proteases purificadas ndo foram
obtidas de autodigestdo de um precursor (JONES & GLAZER, 1970).

No entanto, a espécie H. brasiliensis tem sido a mais bem estudada planta
laticifera. Conhecida popularmente como seringueira, originaria do Brasil, produz a
Unica borracha usada comercialmente e dai o0 motivo pela qual tornou-se o principal
alvo de estudo. Conforme registros da literatura, tanto ja foram identificadas
proteinas na fracdo protéica referente a borracha, como na fracdo soltvel. Algumas
destas proteinas presentes no latex desta planta encontram-se associadas a borracha e
séo reportadas por estarem envolvidas em processos alergénicos (SUSSMAN et al.,
2002). A polifenol oxidase (PPO), que em plantas superiores esta localizada em
membranas tilacoides dos cloroplastos e outras organelas de plastideos, foi

caracterizada e purificada da fragdo borracha (WITITSUWANNAKUL et al., 2002).



Lectinas, quitinases (JEKEL et al, 1991), B-1,3-glucanases (CHEY & CHEUNG,
1995), lisozimas, RIPs, glicosidases (GIORDANI & LAFON,1993) que estdo
envolvidas no processo de degradacdo da parede celular durante a diferenciacéo de
laticiferos articulados, como a N-acetil-B-D-glucosaminidase (GIORDANI et al.,
1992), amilases (LYNN & CLEVETTE-RADFORD, 1987), quitinases (JEKEL et al,
1991) e inibidores de proteinases foram também encontradas (ARCHER, 1983; LIN

& LU, 1994).

1.5. Caracterizacdo Botanica da Planta Calotropis Procera (Ait.) R.Br

Calotropis procera pertence a familia Asclepidaceae. Entretanto ha descricdo
literaria que sugere sua inclusdo entre as Apocynaceas (HENEIDAK et al., 2006). A
planta é um arbusto perene, ereto, pouco ramificado, que alcanga até 3,5 metros de
altura quanto adulta. As folhas sdo grandes subcoredceas e muitas vezes cobertas por
serosidade, notada principalmente nas plantas mais jovens. Os frutos sdo céapsulas
infladas e globosas, grandes (7-10 cm), com sementes envolvidas em painas sedosas
e brancas (FIGURA 1). A multiplicacdo ocorre através de disseminacdo pelo vento
(LORENZI & MATOS, 2002). A origem do seu nome deriva de “Asclépios” - deus
grego da medicina, do grego “Kalos”= belo, “tropis” = barco e “procera” do latim
“procerus”= esbelto.

E uma planta originaria da india e esta presente em grande parte do oriente
médio e Norte da Africa. Constam registros de que ela foi introduzida no Brasil, no

século XIX, mais precisamente em Recife-PE, onde é encontrada com frequéncia até



os dias atuais, estendendo-se por todo o Nordeste e regides do cerrado (KISSIMAN
& GROTH, 1992).

No Estado do Ceara a planta C. procera tem uma distribuigcdo geografica bem
abrangente. E encontrada por vastas extensoes a beira das estradas interioranas e em
Fortaleza pode ser vista sobre as dunas e terrenos préximos a zona litoranea, além de
terrenos desabitados. E muito freqilente em zonas de favela. Uma caracteristica
chamativa da planta é o seu habito que ndo permite sombreamento. Calotropis é
sempre encontrada em campos abertos onde ha intensa incidéncia de raios solares e
zonas de baixa altitude.

Dependendo da regido onde é encontrada recebe popularmente nomes tais
como flor-de-seda (CE), ciime (CE), horténcia (CE), paininha-de-seda (SP),

leiteiro(MG) ou algodao-de-seda (PE).



Figura 1 — Fotos ilustrativas da planta Calotropis procera. Fruto globoso (A);
Sementes com detalhes dos “fios de seda” (B); Inflorescéncias (C) e Planta adulta

ressaltando sua base lenhosa (D).
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1.6. Substancias identificadas no latex de Calotropis procera

Através de anélises quimicas foram isoladas e identificadas vérias substancias
com potencial medicinal como o esteroide, hidroxicetona procesterol, isolado a partir
das flores de C. procera, com formula molecular correspondendo a CjgHss0,
confirmada por RMN e espectrometria de massa (KHAN & MALLIK, 1989).
Potentes substancias ativas pertencentes ao grupo dos cardenolideos como a
Calotropina e a Proceragenina, onde a ultima foi isolada por extracdo metandlica de
C. procera, com formula molecular correspondente a C,3H34O4 apresentaram
atividade bactericida contra o Micrococcus luteus, Aeromonas caviae, Pseudomonas
pseudomolliae e Streptococcus agalactiae (AKHATAR et al., 1992).

A partir do latex da planta foi isolado a Uscharina, um cardenolideo com
atividade molusquicida contra Thepa pisana (HUSSEIN et al., 1994). Carbonato
organico, como o 2-propenil-2’-hidroxietil, detectado através da analise de
ressonancia magnética nuclear mono e bi-dimensionais (OLEA-GALLEGOS et al.,
2002). Também pertencente ao grupo dos cardenolideos, 2’’-Ovoruscarina
substancia de forma molecular Cs;H;NOgS foi obtido a partir de extratos
metanolicos da casca da raiz da C. procera e a sintese de novos derivados a partir
deste apresentou intensa atividade anti-tumoral in vitro e alta tolerancia in vivo
contra diversas linhagens tumorais humanas (QUAQUEBEKE et al., 2005).

A partir do homogenato do latex de C. procera DUBEY &
JAGANNADHAM (2003) purificaram a Proceraina, uma protease cisteinica com
massa molecular de 28,8 kDa e ponto isoelétrico 9,32. A molécula contém 8 residuos

de triptofano, 20 de tirosina e 7 de cisteina, formando 3 pontes dissulfeto e com alta
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estabilidade ao calor bem como a presenga de compostos quimicos desnaturantes ou

solventes organicos.

1.7. Atividades Bioldgicas Descritas na Planta Calotropis procera

Devido ao carater das suas propriedades medicinais, varias partes da planta C.
procera vém sendo reportadas por apresentarem inumeras propriedades bioldgicas
(KIRTIKAR & BASU, 1935). Segundo relatos populares, esta € usada como
purgativo e anti-helmintico (KIRTIKAR & BASU, 1935), e suas raizes e folhas para
atenuar dores (THE WEALTH OF INDIA, 1992). Na india, extratos alcodlicos de
folhas da planta s&o comumente utilizados no tratamento de febres (KAPOOR &
KAPOOR, 1980). Botdes florais moidos ingeridos juntamente com pimenta preta e
sal sdo mencionados possuidores de atividade antipirética (ANIS & IQBAL, 1986),
enquanto que folhas e raizes moidas consumidas na forma de tabletes sdo utilizadas
para aliviar os efeitos dos sintomas de febre amarela (SINGH & ALI, 1994). Ja o
consumo de folhas secas é empregado para reverter os efeitos desagradaveis de
enxaqueca (PRASAD, 1985). Além disso, os resultados obtidos com o extrato de
suas raizes extraido com cloroférmio conferiu significante atividade anti-Ulcera
(SEM, et al, 1998). Outro grupo também verificou a eficacia do extrato aquoso,
preparado a partir do caule, no combate a congestionamento bronquial (DIEYE, A.M
et al, 1993). Registros de estudos relatam a presenca de atividade espermicida,
antiimplantacdo do 6vulo e abortiva em ratos (PRAKASH et al., 1978; GUPTA et
al., 1990; QURESHI et al., 1991), bem como atividade anti-fertilidade (KAMATH

& RANA, 2002).
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O latex quando submetido a extracdo com solventes organicos ou alcoolicos
apresentou atividades molusquicida (HUSSEIN et al., 1994), antifungica
(LARHSINI et al., 1997), antibacteriana (LARHSINI et al., 1999; LARHSINI, M. et
al, 2001), antidiarréica (KUMAR et al., 2001) e esquistossomicida (SHARMA &
SHARMA, 1999 e 2000).

O latex de C. procera também tem sido reportado por apresentar intensa
atividade inseticida (MESHRAM, 1995; PEREIRA et al., 1999), larvicida
(MARKOUK et al., 2000; MOURSY et al., 2001), além de ser utilizado no controle
de mosquitos vetores de algumas doengas, como o Stegomyia aegypti, principal
transmissor da dengue (GIRDHAR et al, 1984); nomeado até o ano de 2004 como
Aedes aegypti, momento no qual foi realizado um estudo detalhado sobre a filogenia
do género Aedes e outros 45 grupos; resultando na reclassificagdo da taxonomia
desses mosquitos. Uma das mais importantes alteragdes foi no subgénero Stegomyia,
que foi elevado ao status de género. Desta forma, o entdo Aedes aegypti tornou-se
Stegomyia aegypti o Aedes albopictus tornou-se Stegomyia albopicta, neste Gltimo
caso, 0 nome masculino foi passado para a forma feminina para concordar com o
nome do género Stegomyia (REINERT & HARBACH, 2005). A efetiva acéo
inseticida do referido latex contra outros mosquitos vetores de doencas tropicais,
como o Anopheles stephensi (transmissor da malaria) e Culex fatigan (transmissor da
febre amarela), também foram demontradas por GIRDHAR et al (1984).
Recentemente, Ramos et al. (2006) (In Press) mostraram que constituintes do latex
de C. procera produzem efeitos tdxicos sobre o desenvolvimento larval e ecloséo de

ovos do mosquito transmissor da Dengue.
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Estudos preliminares com o latex de C. procera relatam a presenca de acao
cicatrizante, hemolise de células sanguineas e atividade anti-plasmodial (RASIK et
al., 1999; SHARMA et al., 2000) bem como atividade antitumoral in vivo e
citotdxica contra linhagens de células tumorais humanas (CHOEDON et al., 2006).
Outros ensaios mostraram a presenca de atividade analgésica (BASU &
NAGCHAUDHURI, 1991; DEWAN et al., 2000), antiinflamatéria quando
administrada por via oral (KUMAR & BASU, 1994; MAJUMDAR & KUMAR,
1997; ARYA et al., 2005) e pré-inflamatoério quando administrada por via parenteral
(SINGH et al., 2000). As atividades antiinflamatoria e analgésica também foram
observadas em uma fragdo solGvel em agua e rica em proteinas obtida a partir do
latex da planta (ALENCAR et al., 2004; SORAES et al. 2005).

Estudos toxicoldgicos foram desenvolvidos a partir do latex de C.procera que
foi administrado em cabras, pelas vias intravenosa e intraperitonial (ImL/ Kg). O
latex foi capaz de causar mortalidade dos animais entre 20 minutos e 4 dias.
Enguanto que a administracdo diaria de doses baixas por via oral ou intramuscular
(0.005 mL/Kg) foi capaz de produzir varias mudancas comportamentais negativas
nos animais, como também por via intramuscular foram visualizadas imperfeicoes (el

BADWI et al, 1998).

1.8. Dengue: descricdo e ocorréncia

A dengue, como outras doengas tropicais, é transmitida através de um

mosquito, na maioria das vezes a espécie Stegomyia aegypti é a responsavel pela

transmissdo (embora existam registros de envolvimento de outras espécies como



14

Stegomyia albopicta, Aedes polynesiensis e Aedes mediovittatus na transmissao da
dengue) o qual carrega o arbovirus responsavel pela referida doenca (MONATH &
HEINZ, 1996). Ela é causada por quatro virus antigenicamente relacionados (DEN-1,
DEN-2, DEN3 e DEN-4), pertencentes ao género Flavivirus, e a familia Flaviviridae
(GUBLER, 1988).

O que tem levantado preocupacdo mundial das autoridades governantes, nos
ultimos anos tem sido observado um aumento nas epidemias de dengue na maioria
das regides tropicais e subtropicais do planeta, regides essas que apresentam
condigdes climaticas favoraveis para a procriacdo do St. aegypti (MAILLARD et al.,
1993), favorecido pelo desmatamento para a construcdo de zonas urbanas, forgando o
mosquito vetor a se deslocar para os centros urbanos com uma estimativa de 50
milhGes de infecc¢des sendo registradas nessas regides a cada ano (WHO. 2002).

No caso do Brasil o St. aegypti é amplamente encontrado em todas as regies
do pais, e essa larga distribuicdo se deve em parte aos elevados niveis de pobreza
associada a auséncia de saneamento basico em que se encontra uma significativa
parcela da populacdo (TEIXEIRA et al., 2002).

Contudo, a atencdo voltada para a transmissdo da dengue ocupa um lugar
primordial em relacdo a outras doengas transmitidas pelo mesmo mosquito, como a
febre amarela (GLUBER, 1989). A prioridade € justificavel devido ja existir uma
vacina efetiva para a erradicacdo da febre amarela, enquanto que, até a presente data,
a Unica maneira eficaz para o controle da dengue € através do monitoramento dos
locais de provavel ocorréncia das larvas do St. aegypti (GLUBER, 1989). O combate
ocorre com o uso de inseticidas (CEPLEANU, 1993), que muitas vezes sdo diluidos

em querosene e aplicados em pequenas quantidades através de um aerossol, técnica
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conhecida como ULV (LOFGREN, 1970). Porém, esses tratamentos atualmente
utilizados s@o a base de compostos organofosforados reconhecidamente cancerigenos
e de vagarosa biodegradacdo, e que em varios casos sdo ineficazes devido a
plasticidade genética do St. aegypti (CEPLEANU, 1993; BLANEY et al., 2006).
Além disso, boa parte das areas submetidas ao tratamento é muito populosa, o que
contribui para a limitacdo do seu sucesso, bem como 0 uso desses compostos estarem
vinculados a problemas de irritagio em habitantes dessa circunscri¢cao
(MATTHEUS, 1996). Portanto, a idéia extremamente aceita na Ultima década como
uma alternativa sensata para 0 uso dessas substadncias quimicas nocivas é a
substituicdo por produtos naturais, sejam elas, formulacbes e suspensdes a base de
microorganismos como 0 Vectobac — preparado a partir de Bacillus thuringiensis e
testado de maneira eficaz contra determinados mosquitos vetores de doencas
tropicais (WILSON et al., 2005), ou de substancias extraidas de plantas (CONSOLI
& OLIVEIRA, 1994; CARVALHO, et al., 2003), como é o caso do latex exudado
por determinadas arvores, sendo alvo de diversos estudos nos Gltimos anos, levando
a obtencdo de resultados animadores como o recente isolamento de acetogeninas,
com atividade inseticida e anti-tumoral, extraidas da madeira e das folhas de

membros de Annonaceae (MATOS et al., 2006).

1.9. Aspectos Bioldgicos do Mosquito St. aegypti

O artropode St. aegypti pertence a familia Culicidae. Seu aspecto é de um

mosquito preto, com alguns riscos brancos no dorso, cabeca e patas. As asas séo

transllcidas e produz um ruido praticamente inaudivel para seres humanos.
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A alimentacdo é diferenciada para machos e fémeas. Enquanto os machos
alimentam-se de frutos, as fémeas precisam de sangue, preferencialmente humano,
para que os ovos possam amadurecer (SCOTT et al., 1993a). Estes sdo depositados
nas paredes internas de objetos, proximos a extensas superficies de agua limpa, onde
terdo mais chances de sobreviver (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002;
TAUIL, 2002). Estudos recentes confirmaram que dois dos fatores ecoldgicos que
contribuem para que o micro-ambiente se torne mais adequado para a eclosdo e
desenvolvimento dos ovos sdo a presenca de vegetacdo proxima e alta que possa
proporcionar sombra nos recipientes que apresentam foco do mosquito (TAUIL,
2002).

Segundo TAUIL (2001), no instante em que 0s ovos sdo depositados nédo
apresentam coloracdo, tornando-se logo em seguida negros e brilhantes. Os ovos
continuam vidveis mesmo na auséncia de agua e ao primeiro contato com a mesma
eclodirdo. Caso sejam postos por uma fémea contaminada pelo virus da dengue, ao
completar seu ciclo bioldgico, transmitirdo a doenca.

O ciclo de vida do mosquito apresenta duas fases ecoldgicas
interdependentes. A fase aquatica constituida de trés etapas de desenvolvimento ap6s
eclosdo do ovo: larva e pupa e a fase terrestre quando 0 mosquito se torna adulto
(FIGURA 2). Nas condigdes adequadas os ovos eclodem em 5 dias e o ciclo de vida
é concluido em 18 dias (GLUBER, 1989).

Embora o mosquito St. aegypti seja originario do Egito ele foi amplamente
disseminado nas regifes tropicais e subtropicais do planeta, sendo responsabilizado
pela transmissdo da febre amarela e da dengue na América Central e na América do

Sul (MONATH, 1996).
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No Brasil, o primeiro registro de casos de dengue ocorreu na decada de 1920
(PEDRO, 1923). Devido a essa espécie ter se adaptado muito bem a ambientes
urbanos, ou seja, habitats artificiais de recipientes abandonados e preenchidos pelas
aguas das chuvas, como pneus, caixas de agua, tonéis, latdes e cisternas (CONSOLI
& OLIVEIRA, 1994), é comum o seu envolvimento com surtos e epidemias, como
foi 0 caso ocorrido na década de 90 na cidade de Ribeirdo Preto (SP), com mais de

6.000 casos registrados (SUCEN, 1990).
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Figura 2 — Imagens do mosquito Stegomyia aegypti em diferentes fases de
desenvolvimento. Ovos do mosquito (A); Terceiro instar (B); Estagio de pupa (C);
Mosquito adulto (D). As imagens foram capturadas a partir dos sites
www.dengue.gov.sg/subject.asp?id=12 (ovos); www.bio.ilstu.edu/juliano/mortal.htm
(terceiro instar); www.arbovirus.health.nsw.gov.au/areas/arbovirus/mosquit/photos/

mosquitophotos.htm (pupa); www. agnews.tamu.edu/ westnile/graphics/ (mosquito).

Na Gltima década estudos para avaliar a correlacdo entre o armazenamento de
utensilios que possam servir de habitat para as larvas do mosquito e a transmisséo da

dengue, tém sido conduzidos, fornecendo dados para que sejam aplicadas estratégias


http://www.arbovirus.health.nsw.gov.au/areas/arbovirus/mosquit/photos/ mosquitophotos.htm
http://www.arbovirus.health.nsw.gov.au/areas/arbovirus/mosquit/photos/ mosquitophotos.htm
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alternativas no controle das larvas do mosquito (PAN AMERICAN HEALTH

ORGANIZATION, 1995).

1. OBJETIVO

1 - Analisar o latex de C. procera em seus aspectos bioguimicos, quanto a sua

constituicdo e desenvolver um protocolo de fracionamento que permita produzir

fracdes do latex isentas de sua composicdo de polimeros isoprénicos.

2 - Investigar a presenca no latex da atividade de enzimas envolvidas no mecanismo

de defesa e no metabolismo oxidativo de plantas.

3 — Avaliar fragGes do latex quanto ao possivel efeito deletério sobre ovos e larvas do

inseto vetor de transmissdo da Dengue (St aegypti).

4 — Avaliar a toxicidade do latex para animais, utilizando camundongos como

modelo bioldgico.
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111 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Material Botanico

A identificagdo botanica da planta Calotropis procera foi realizada pelo
professor Edson de Paula Nunes, taxonomista do Herbario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceara. Uma exsicata foi depositada no referido Herbario sob o
numero de identificacdo 32663. Esta espécie ¢ amplamente encontrada no litoral

nordestino, incluindo a cidade de Fortaleza, local esse, onde o material foi coletado.

3.2 - Larvas e Ovos de St. aegypti

Ovos de St. aegypti foram adquiridos no Nucleo de Endemias Transmissiveis
por Vetores (NUEND), 6rgao da Secretaria de Saude do Estado do Ceard. Os ovos
foram fornecidos desidratados, aderidos em folhas de papel de filtro.

Para a obtencdo de larvas, pedacos de folhas com ovos foram submersas em
agua destilada ou agua potavel da rede de abastecimento local (CAGECE) e deixados a
temperatura de 25 °C até a eclosao e desenvolvimento das larvas até o terceiro estagio.
Alguns miligramas de farinha de soja eram adicionados ao volume de agua de
(aproximadamente 3 litros) como fonte de nutrientes. O recipiente usado tinha

profundidade de 5 cm, de plastico polietileno. Larvas do terceiro estagio eram
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classificadas através de analise microscopica por estereoscopio para verificar a presenca
do sifao respiratério, em tamanho e grau de quitinizagdo, referentes a esse estagio de

desenvolvimento (THANGAN & KATHIRESAN, 1991).

3.3 - Reagentes Quimicos

Os reagentes utilizados nas eletroforeses em uma e duas dimensdes foram
essencialmente adquiridos pela (GE Healthcare, Piscataway, USA). Os reagentes
utilizados nos ensaios enzimaticos foram da (Merck, Darmstadt, Germany). A coluna de
quitina foi preparada a partir de quitina bruta comercializada pela (Sigma, St. Louis,
USA). CM - Sepharose FastFlow foi adquirida da (GE Healthcare, Piscataway, USA).
Outros reagentes tais como acidos, bases e solugdes salinas e tampdes foram preparados

a partir de reagentes de grau analitico.

3.4 - Coleta do Latex de Calotropis procera

As coletas foram realizadas durante todo o ano e sempre no periodo da manha,
entre seis e oito horas. E importante relatar que a coleta de latex ndo compromete a
saude das plantas alvo de coletas e que apods coleta ¢ observada uma completa
regeneracdo da area cortada em poucos dias e a planta, aparentemente, ndo diminui sua
taxa de crescimento.

O latex de C. procera foi coletado através de injurias mecanicas realizadas nas
extremidades dos ramos da planta. O latex quando exsudado sofre um processo natural

de endurecimento quando em contato com o ar. O material assume um aspecto duro,
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resistente e com caracteristica colante. Este fendmeno ¢ pensado ser devido ao elevado
teor de poliisopreno que dar ao material um aspecto de borracha. O processo poderia ser
comparado por analogia ao processo de coagulacdo sanguinea em seu aspecto visual.
Como a finalidade de diminuir este evento ndo desejado, as coletas foram realizadas de
modo que o latex exsudado era coletado diretamente em agua destilada, respeitando a
propor¢ao de uma parte de latex para uma parte de agua destilada com base em volume
(1:1, viv). E possivel coletar de um s6 individuo de porte médio de 1,5 m
aproximadamente 30 ml de latex. O tempo médio para a coleta de 10 ml ¢ de
aproximadamente 15 minutos. Na coleta foram utilizados tubos do tipo Falcon,
contendo 20 mL de dgua destilada sobre os quais eram coletados 20 ml de latex. Uma
leve agitagdo da mistura foi realizada e ao final os tubos foram fechados. Este
procedimento diminui consistentemente o natural efeito “coagulante” do latex.

Os tubos contendo as amostras foram transportados para o laboratério e
submetidos a centrifuga¢do, utilizando a velocidade aproximada de 5000 x g em uma
centrifuga de bancada nao refrigerada, durante 10 minutos, a temperatura média de a 25
°C. Ao término da centrifugacdo, o precipitado resultante, com aspecto denso, rico em
borracha, foi congelado. O sobrenadante, com aspecto leitoso, caracteristico de latex de
plantas, foi transferido para membranas de didlise, para que fossem exaustivamente
dialisados contra dgua destilada. As membranas de didlise tinham poros de tamanho de
exclusdo correspondente a 8.000 Da (Sigma, St. Louis, USA) . As dialises foram
realizadas contra dgua destilada e mantidas sob refrigeragdo a 8 °C durante 60 horas e
com troca da dgua a cada 4 horas durante o dia. Ao final foi observado no material em
didlise a formacdo de um precipitado similar aquele obtido no precipitado da primeira

centrifugacdo. Este material foi separado da parte soltivel através de nova etapa de
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centrifugacdo como descrita anteriormente. O precipitado foi entdo coletado e unido
aquele produzido apdés a primeira centrifugagdo. O sobrenadante apresentava-se
limpido, soluvel e sem qualquer trago aparente do material contendo borracha. Esta
fracdo foi denominada de Proteinas do Latex (LP). O material precipitado foi
denominado de Borracha (B) e proteinas posteriormente extraidas a partir deste material
foram denominadas de Proteinas da Borracha (RL). Uma ultima fracdo do latex foi
obtida ap6s centrifugar o latex oriundo da coleta, seu volume foi medido antes de iniciar
a dialise. A dialise foi entdo iniciada de tal forma que o volume de agua destilada
utilizada foi igual ao volume de latex na membrana de didlise. Esta dialise, realizada em
proveta foi deixada prosseguir por uma hora. Ao final, a membrana de dialise foi
colocada em um volume maior de nova agua destilada e a didlise prosseguiu como
anteriormente descrito. Entretanto, o volume de &4gua de didlise inicial, onde a
membrana havia sido submersa foi coletado e liofilizado. Esta fracao deveria conter
todas as moléculas oriundas do latex que eram passiveis de atravessar os poros da
membrana (massa molecular inferior a 8.000 Da). Esta fracdo foi denominada de agua

da dialise ou latex dialisado (DL).

3.5 - Determinacgdes Fisico-Quimicas

O latex total de C. procera foi alvo de andlise fisico-quimica para a
determinagdo qualitativa de diversos elementos inorganicos. O latex foi coletado em
agua e posteriormente dez mililitros foram diluidos, também em 4gua destilada, para um
volume final de 2000 ml. Trés amostras independentes foram preparadas e analisadas.

As andlises foram realizadas no Nucleo de Tecnologia do Estado do Ceara (NUTEC)
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situado no Campus do Pici da UFC. Os ensaios foram realizados sob a responsabilidade
de um quimico do setor de andlise fisico-quimica. Foi avaliada a presenca dos seguintes

fons: HCO™, Ca™, Mg™, CI', Fe?, SO42, NO5y", NO,, NH,", P~

3.6 - Determinacdes Bioquimicas

3.6.1 - Nitrogénio Total

A determinagdo do teor de nitrogénio total foi realizada através de método
descrito pela AOAC (1990), sendo feitas as devidas adaptacdes necessarias para analise
de proteinas vegetais. Esta determinagao foi realizada apenas na fragdo denominada de
proteinas do latex (LP).

A digestao de 100 pg de fragao protéica do latex de C. procera liofilizado foi
realizada pela adi¢do de 2,3 g da mistura catalisadora (sulfato de potassio e sulfato de
cobre) e 2,3 ml de H,SO4 em tubo de micro-Kjeldahl (TECNAL 40/25) .

A temperatura de execucdo da digestdo foi de 370°C, e foram necessarias 8 horas
para sua conclusdo. A amostra digerida foi transferida para outro baldo volumétrico e
colocada em contato com uma solug¢do de 5 ml de acido borico, adicionada 2 a 3 gotas
de indicadores vermelho de metila ou verde de bromocresol, 10 ml de solugao de NaOH
a 50 % . Posteriormente foram coletados 50 ml do destilado e titulado com HCI 0,02 N
até o aparecimento da coloragdo violeta ou rosa.

Como se supde que a proteina tem 16 % de nitrogénio, o fator 6,25 (100/16) foi

usado para converter o nitrogénio total em proteina total.
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3.6.2 - Proteinas totais soluveis

O teor de proteinas soluveis em quaisquer das amostras avaliadas foi estimado
através do método de BRADFORD (1976) que utiliza o corante Coomassie Brilliant
Blue G-250 como agente revelador. Volumes de 100 pl de amostra, foram analisados
em diferentes concentracdes (partindo de 10 mg/ml), adicionados 2,5 ml de reagente de
BRADFORD. As amostras foram levemente agitadas e ap6s 10 minutos as medidas
espectrofotométricas das amostras foram determinadas em 595 nm usando um aparelho
espectrofotometro UtroSpec1000 (Pharmacia Bioscience, Piscataway, USA). Albumina
Sérica Bovina, BSA (Sigma, St.Louis, USA) foi utilizada como padrdo de referéncia

para preparar o reagente.

3.6.3 - Determinacdo de Carboidratos soluveis

O teor de carboidratos da amostra foi determinado através do método descrito
por DUBOIS et al. (1956). Respeitando a concentragdao de 10 mg/ml, foram utilizadas
0,5 ml da amostra, em diferentes concentragdes; adicionados 0,5 ml de fenol 5 % ¢
2,5 ml de acido sulfurico concentrado. As misturas foram agitadas e apos 15 minutos
feitas as leituras das absorbancias a 490 nm. A determinacdo da quantidade de
carboidratos foi realizada, utilizando a glucose, como padrdo, para a construgdo da

curva de calibracao.
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3.6.4 - Ensaios Cromatograficos

Trés ensaios cromatograficos distintos foram realizados com a fracdo LP no
intuido de caracteriza-la quanto a sua composi¢ao protéica. O primeiro procedimento foi
submeter uma amostra de LP a uma coluna de quitina. Uma massa correspondente a 10
mg de LP liofilizada foi solubilizada em 4gua destilada e submetida a centrifugacao em
centrifuga modelo5417-R (Biopharma, New York, USA) durante 10 minutos a 10 °C.
Apos a centrifugacdo o material soluvel foi aplicado na coluna de quitina que havia sido
previamente equilibrada na mesma solucao de dissolucao da amostra. A cromatografia
foi realizada a temperatura de 25 °C, com fluxo constante de 30 ml/hora. As fracdes
foram coletadas em tubos (3 ml/tubo). A presenca de proteinas nas fragdes coletadas foi
avaliada através da leitura de absorbancia de cada fracdo em 280 nm usando um
Espectrofotometro UtroSpec1000 (Pharmacia Biosciences, Piscataway, USA). Apds a
detec¢do da passagem das proteinas ndo retidas na coluna, a mesma foi entdo lavada
com uma segunda solu¢cdo de HCI 0,1 N com o objetivo de eluir possiveis proteinas
retidas na matriz. A deteccdo destas foi realizada da mesma forma descrita acima. As
fragdes contendo proteinas eluidas com cada uma das solugdes foram reunidas,
submetidas a dialise e liofilizadas para analise posterior.

O segundo ensaio cromatografico foi realizado em uma coluna de Sepharose 4B
(Sigma, St.Louis, USA) contendo tripsina bovina imobilizada. Sobre esta matriz a
fracdo LP foi cromatografada em tampao Tris-HCI 100 mM, pH 7,6 contendo 150 mM.
A amostra foi preparada de forma similar a descrita acima. As condigdes da

cromatografia foram as mesmas salvo que o fluxo foi de 10 ml/h, fragdes de 2,5 ml
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foram coletadas e a coluna foi eluida posteriormente com tampao glicina 100 mM pH
2,6 contendo NaCl 150 mM.

O terceiro procedimento cromatografico foi um re-fracionamento da fracao LP
em coluna de CM-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Piscataway, USA). Esta
cromatografia de troca-idnica foi realizada em pH 5,0 com tampao acetato de sodio 50
mM. A amostra foi preparada sob as mesmas condi¢des anteriores, mudando apenas as
solucdes. O fluxo foi de 15 ml/h, fracdes coletadas de 2 ml e apds a eluicdo das
proteinas nao retidas, a coluna foi lavada com solugdes de NaCl em crescente
concentragdo. As fracdes oriundas desta cromatografia foram analisadas em eletroforese

¢ alvo de ensaios larvicida contra o St. aegypti.

3.6.5 - Andlise de Proteinas Através de Eletroforese

3.6.5.1 - Proteinas &cidas

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida foram conduzidos de
acordo com o método descrito por LAEMMLI (1970), e adaptado para experimentos de
géis em placas. O gel de aplicagdo foi preparado respeitando a concentracdo de 5 % de
poliacrilamida e montado em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8. O gel de separagdo foi
preparado através de um gradiente variando entre 5 a 12,5 % de poliacrilamida. A
solu¢do utilizada nas camaras catddica e anddica foi o tampao Tris-HCI 3 M, pH 8,8. A
fragdo protéica liofilizada na concentra¢ao de 10 mg/ml, foi dissolvida em tampao Tris-

HCI 625 mM, pH 6,8. Foi acrescentado as amostras 2 mg de sacarose e 3 pl de azul de
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bromofenol. As amostras foram aplicadas em aliquotas correspondentes a 25 ul. As
condigdes de corrida estabelecidas foram para voltagem de 85 a 100 V e para
amperagem de 10 a 30 mA. O tempo de corrida foi de aproximadamente 2,5 horas, a
temperatura de 25 °C. Ao término da corrida, cada gel foi corado em solugdo corante
Coomassie Brilliant Blue-250 (1 %) por 4 horas e, em seguida, descorados em solugdo

de acido acético, agua destilada e metanol (1:8:3,5,v,v,v).

3.6.5.2 - Proteinas basicas

Os experimentos de eletroforese para proteinas basicas foram conduzidos de
acordo com o método descrito por REISFELD (1962), e adaptado para géis em placas.
O gel de aplicacdo foi preparado respeitando a concentracao de 5 % de poliacrilamida e
montado em tampao Tris-HCI1 0,5 M, pH 6,8. O gel de separagdao foi preparado na
concentragdo de 12,5 % de poliacrilamida. A solugdo utilizada nas camaras catodica e
anodica foi o tampdo B-Alanina-4cido acético, pH 4,5. A fracdo protéica liofilizada na
concentragdo de 10 mg/ml foi dissolvida em tampao KAc 500 mM, pH 6,8. Foi
acrescentado 1 pl de B-mercaptoetanol, centrifugadas em centrifuga de bancada, em
rotacdo correspondente a aproximadamente 6000 rpm, durante 5 minutos. Em seguida,
foi adicionado ao sobrenadante obtido 2 mg de sacarose ¢ 3 ul de fucsina basica. As
amostras foram aplicadas em aliquotas de 20 pl.

As condi¢des de corrida estabelecidas foram voltagem de 85-100 V e de
amperagem 10-30 mA. O tempo de corrida foi de aproximadamente 2,5 horas, a

temperatura de 25 °C. Ao término da corrida o gel foi corado em solucdo corante
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Comassie Brilliant Blue (1 %) durante 4 horas e descorados em solu¢do de 4cido

acético, agua destilada e metanol (1:8:3,5,v,v,v).

3.6.5.3 - Deteccao de Glicoproteinas em Gel

Os experimentos de eletroforese para caracterizar a presenga de glicoproteinas,
foram conduzidos de acordo com o método descrito por ZACHARIUS et al. (1969), e
adaptado para géis em placas. O gel de aplicagdo foi preparado respeitando a
concentragdo de 5 % de poliacrilamida e montado em tampao Tris-HCI 0,5M, pH 6,8. O
gel de separacdo foi preparado através de um gradiente variando de 5 a 12,5 % de
poliacrilamida A solucdo utilizada nas camaras catodica e anddica foi o tampao
Tris-HC1 3 M, pH 8,8 . A fragdo protéica liofilizada, na concentracao de 10 mg/ml, foi
dissolvida em tampao Tris-HCl 625 mM, pH 6,8. Foram acrescentadas as amostras
20 mg de sacarose e 3 pl de azul de bromofenol. As amostras foram aplicadas em
aliquotas correspondentes a 25 pl.

As condi¢des de corrida estabelecidas foram voltagem de 85-100 V e para
amperagem de 10-30 mA. O tempo de corrida foi de aproximadamente 2,5 horas, a
temperatura de 25 °C. Ao término da corrida, o gel foi transferido para uma solucao
fixadora de acido acético 7,5 % e apos 1 hora foi novamente transferido para uma
solugdo de acido periddico 0,2 %, deixado por aproximadamente 45 minutos, em
temperatura de 4 °C. Em seguida, o gel foi corado com o Reagente de Schiff, a
temperatura de aproximadamente 8 °C, por 45 minutos. O descoramento foi feito com

solugdo de metabissulfito de potassio 0,5 % em HCI 0,05 N.
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3.6.5.4 - Eletroforese Bidimensional Para Proteinas Totais

Para a focalizacdo isoelétrica foram utilizados géis com gradiente de pH
imobilizado produzido pela (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). Os géis tinham
11 cm de comprimento e a faixa de pH variava entre 6 ¢ 11. As amostras referentes a
quantidade de 1 mg da fragdo protéica LP foram aplicadas nos géis durante a re-
hidratacdo, sendo solubilizadas em 200 ul em solugdo de hidratagao contendo Uréia 8
M, Tiouréia 2 M, DTT 65 mM, Triton-X100 1 %, Tampao IPG 5 % e Azul de
Bromofenol. Com o intuito de efetivar a absor¢do da amostra pela fita de gel (11 cm x
0,4 cm), foram deixadas em contato durante 12 horas, em uma cuba de re-hidratagao
“Reswellin Tray”(Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) e cobertas com 6leo DryStrip
(Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) para evitar ressecamento ou evaporacdo da
amostra. A focalizagdo isoelétrica foi realizada em um aparelho Multhiphor II
(Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) alimentado por uma fonte EPS 3500XL
(Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) em modo gradiente. O procedimento transcorreu
em cinco etapas: 1) 1h; 200V, 1i) 1h; 500 V, iii) 1h; 1000V, iv) 1h; 2500 e v) 3500 V.

Apos a focalizagdo isoelétrica as tiras de géis foram tratadas em solucdo
contendo Tris-HCI 50 mM , glicerol 30 %, Uréia 6 M, SDS 2 % e Azul de Bromofenol.
Para equilibrio dos géis, estes foram transferidos para frascos contendo 10 ml de
solucdo de equilibrio e 100 mg de DTT, sendo submetidas a suave agitacdo durante 10
minutos. Em seguida, os géis foram postos no topo do gel de segunda dimensdo e
fixados com tampao de corrida contendo 1,5 % de agarose. A eletroforese da segunda
dimensao foi realizada em sistema vertical. As dimensdes dos géis utilizados foram 14

X 14 cm, contendo 30 ml do gel de separacdo a 15 % de poliacrilamida. O sistema foi



31

alimentado por uma fonte Power-Pac 3000 (BIO-Rad, Foster, USA). As condigdes
estabelecidas para a corrida foram voltagem de 180 V e amperagem de 30 mA. A
corrida foi realizada em 6 horas. Ao término da corrida, os géis foram corados em
solugdo corante Comassie Brilliant Blue-R (1 %) durante 6 horas e em seguida

descorados em solucao de acido acético, agua destilada e metanol (1:8:3,5,v,v,v).

3.7 - Deteccdo de Glicoproteinas Através de Ensaios Baseados em Ressonancia

Plasmonica de Superficie.

A interagdo cinética das proteinas soliveis presentes na fracdo LP com as
lectinas de sementes de Cratylia florubunda ¢ lectina de sementes de Artocarpus
integrifolia imobilizadas foi medida em tempo real, baseando-se na técnica de
Ressonancia Plasmonica de Superficie, utilizando um aparelho BiaCore 3000
(Pharmacia Biosensor, Piscataway, USA). Uma descri¢ao acessivel do principio desta
tecnologia foi descrito por RAMOS (1996) e mais recentemente por BOMFIM (2005).
Outras citagdes importantes sobre o equipamento e suas aplicacdes podem ser
conseguidas em referéncias complementares (ZENG et al., 1998; SATOH &
MATSUMOTO, 1999; CANZIANI et al., 1999).

Lectina de sementes de Cratylia floribunda denominada CFL foi purificada no
laboratoério. Esta proteina tem sitios de interacdo para carboidratos que reconhecem com
elevada especificidade estruturas oligomanosidicas (RAMOS et al., 1999; RAMOS et
al., 2002). As sementes de Artocarpus integrifolia possuem duas lectinas distintas. A
lectina que possui especificidade por a-galactose foi utilizada nos experimentos. A

lectina foi uma doacdo do Professor Henri Debray da Université des Sciences et
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Tecnhologies de Lille (Franga). Ambas as proteinas purificadas (200 pg/ml), foram
ligadas a uma camada de dextrano do “sensor chip” CM-5 utilizando um kit de ligagao
amino, seguindo as instru¢des do fabricante. Para ligar-se, cada lectina (1 mg/ml) foi
dissolvida em tampdo acetato 10 mM, pH 4,0. Os grupos bloqueados ndo-reacionais
remanescentes, foram abertos com etanolamina. A fragao LP (100 - 1000 pg/ml), foi
injetada na superficie celular do sensor na taxa de fluxo de 5 pl/min durante 300
segundos (fase de associagdo) e dissociacdo para um tempo equivalente em tampao
HBSBiacore® (Pharmacia Biosensor, Piscataway, USA) . A intensidade de interacdo
foi considerada como a diferenca entre unidades arbitrarias de ressonancia (RU) no
momento da injecdo e o inicio e final da fase de dissociacdo desprezado o tamanho da
contribuicdo causado pela passagem da amostra sobre a superficie do sensor. Para os
ensaios de inibigdo, 25 ul de 100 mM de a-metilmanosideo foram injetados no final da
fase de dissocia¢do e deduzidos para interagdo durante 300 segundos, ¢ seguido pela
corrida em tampao HBSBiacore® (Pharmacia Biosensor, Piscataway, USA). Todos os
experimentos foram conduzidos a 25 °C. A regeneracao do fluxo da célula foi obtida
por duas injegdes sucessivas de 10 ul 10 mM HCIl e 10 mM NaOH para remover o
material remanescente depositado sobre a superficie do sensor. Para investigar a
possivel presenca de lectinas na amostra PL, a mesma foi submetida a uma analise de
interacdo com diferentes glicoproteinas. Estas foram lactotransferrina Humana (LTF),
lactotransferrina Bovina (LTB), sorotransferrina Humana (LTF) e a propria lectina
jacalina (JACALIN), que ¢ uma glicoproteina. Os processos de imobilizagdo foram
similares aos descritos acima e aparecem com detalhes em RAMOS et al. (2000) e

RAMOS et al. (2001).
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3.8 - Espectrometria de massas

Um espectro de massas para a fracdo LP foi adquirido a partir um aparelho
Espectrometro de Massas modelo MALDI-TOF (Amersham Biosciences, Uppsala,
Sweden) com fonte de ioniza¢dao do tipo Electron Spray lonization (ESI), analisador
tipo Time of Fly (TOF) ¢ detector do tipo multiplier. Esta analise foi realizada na
Université des Sicences et Tecnologies de Lille e conduzida pelo especialista em

espectrometria de massas responsavel pela manipulagao do aparelho.

3.9 - Producéo de anticorpos policlonais em coelhos para a fragdo LP

A sintese de anticorpos policlonais para as proteinas da fracdo LP foi estimulada
em coelho albino (Oryctolagus cuniculus) da linhagem Nova Zelandia. O animal foi
adquirido do criatério de coelhos do Departamento de Zootécnica da Universidade
Federal do Ceard. O coelho ainda jovem foi permitido atingir a idade adulta (seis meses)
mantido no biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC. No
dia inicial da estimulacdo, o animal foi sangrado através de uma pungdo na veia
principal marginal da orelha e aproximadamente 25 ml de sangue foi coletado e mantido
em estufa bacterioldgica durante uma hora a temperatura de 37 °C até a coagulagdo.
Posteriormente o soro foi separado da fase solida (coagulo) e centrifugado em
centrifuga de bancada durante 10 minutos, temperatura média de 25 °C em velocidade
correspondente a 5000 x g. O precipitado obtido (fragmentos celulares) foi descartado e
o sobrenadante submetido a didlise e liofilizacdo. Este material foi denominado soro nao

imune.
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A primeira administracdo do antigeno foi realizada por via intramuscular na
coxa traseira do animal. A amostra constitui-se de 10 mg/ml de LP dissolvidas em
solucdo salina 150 mM unida a igual volume do adjuvante completo de Freund
completando um volume de 1 ml. Este dia foi contado como dia “zero” da
administracdo do antigeno. Doses de refor¢o para estimulacdo da producdo de
anticorpos foram realizadas nos dias 21, 36 e 42. Nestas ocasides as amostras, na
mesma concentracdo anterior, foram dissolvidas somente em salina 150 mM sem o
adjuvante, e a inje¢ao de 1 ml foi administrada por via sub-cutdnea no dorso do animal.
A coleta de sangue para obtencdo do soro foi realizada no dia 35 (antes da
administracao da dose de reforgo), sendo seguido o mesmo procedimento descrito acima

até a obtencdo dos anti-soros liofilizados correspondentes aos dias 36 e 42.

3.10 - Imunodifusdo Dupla de Ouchesterlony

Os ensaios de imunodifusdo dupla foram realizados em gel de agarose
(Pharmacia Biotech, , Piscataway, USA) 2 % contendo 0,02 % de azida sodica. O gel,
recém preparado e aquecido a 100 °C foi depositado sobre ldminas microscopicas (26 x
76 mm) perfazendo um volume médio de 5,5 ml. Apos resfriamento e solidificagdo dos
g€is nas placas estes foram perfurados com o auxilio de um instrumento cilindrico
cortante que produziu furos esféricos de didmetro aproximado de 2 mm e capacidade
volumétrica média de 10 pl. Os furos foram feitos em posi¢des eqliidistantes € em
distribuicao radial, havendo um furo no centro.

As solucdes de antigenos (LP) e anticorpos (anticorpos totais polinoclonais anti-

LP produzidos em coelho e soro ndo imune) foram preparados em solugdo de cloreto de
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sodio 150 mM contendo 0,02 % de azida sdédica. Os anticorpos em estado liofilizado
foram preparados para encerrar a concentracdo de 35 mg/ml. O antigeno foi preparado a
1 mg/ml e a partir desta solucao outras dilui¢des foram preparadas.

As amostras foram depositadas nas placas de modo que os anticorpos ocuparam
sempre a posicao central e as solucdes de antigeno em diferentes concentragcdes foram
aplicadas nos pocos radiais. A dupla difusdo de antigenos e anticorpos foi realizada
durante 48 horas a temperatura de 25 °C em ambiente de cadmara umedecida com
solucdo de azida sddica 0,02 %. Ao final do periodo de difusdo, as placas com gel foram
imersas em uma solug¢do de 0,1 % de corante de Coomassie Brilliant Blue R-350 (GE
Healthcare, Piscataway, USA) em d4cido acético 7 % por 1 minuto, seguido de
descoramento em soluc¢dao contendo 5 % (v/v) de metanol, 7 % (v/v) de acido acético
glacial e agua 88 %. Ao final, as placas foram submetidas cuidadosamente a um fluxo
de calor com o uso de um secador de cabelos de modo a serem desidratadas e

posteriormente fotografadas e analisadas.

3.11 - Determinacdo da Atividade Hemaglutinante

O ensaio da atividade hemaglutinante foi realizado segundo a metodologia
descrita por MOREIRA ¢ PERRONE (1977). As amostras a serem avaliadas foram
submetidas a dilui¢cdes seriadas em tubos de ensaio na presenca de NaCl 0,15M (1/2;
1/4; 1/8; 1/16). A cada 100 ul de cada dilui¢do foram adicionados 100 ul de uma
suspensdao de hemacias (2 %), tratadas ou ndo com a enzima proteolitica tripsina,
previamente preparada. Os tubos foram posteriormente incubados a 37 °C por 30

minutos e deixados em repouso a temperatura ambiente, por mais 30 minutos, sendo
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entdo centrifugados a 4000 x g, durante 30 segundos. A presenca dos aglutinados foi
observada visualmente e os resultados foram expressos em unidade de hemaglutinagao
(UH), definida como o inverso da maior diluicdo da amostra, ainda capaz de aglutinar
hemadcias.

A técnica utilizada para o tratamento enzimdtico dos eritrocitos necessarios
nesse experimento, foi descrita por LIS ¢ SHARON (1972). As amostras de sangue
foram lavadas trés vezes com NaCl 0,15 M. Posteriormente foi adicionada a enzima
tripsina na propor¢ao de 0,1 mg para 10 ml da suspensdo de eritrocitos 2 %.

A suspensdo foi incubada durante 1 h por 4 °C e apos esse periodo foi
centrifugada a 4000 x ¢, 5 minutos. Os eritrocitos tratados com a enzima foram
novamente lavados com NaCl 0,15M por mais 6 vezes. O sobrenadante foi descartado e
material de interesse suspenso em um volume de NaCl 0,15M para obtencao de

hemacias a 2 %.

3.12 - Ensaios enzimaticos

Ensaios enzimaticos foram realizados na fragdo LP com o objetivo de
caracterizar a presenca de enzimas relacionadas a defesa e ao metabolismo oxidativo de
plantas. Foram realizados ensaios para determinar a presenga de atividades para as
enzimas quitinase, APX, catalase e SOD.

A determinacdo da atividade quitinolitica em diferentes fracdes do latex de
C. procera foi conduzida de acordo com a metodologia descrita por BOLLER (1992). A
metodologia consiste em avaliar por meio de colorimetria, a liberacdo de N-acetil-D-

glucosamina (NAG), em fung¢do da atividade da enzima quitinase sobre quitina coloidal.
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Foram preparadas amostras do latex fresco dialisado, da fragdo protéica
liofilizada, pico nao retido na coluna de quitina (PI) e o pico retido na coluna de quitina
(PII), dissolvidas em agua destilada, todas respeitando a concentracao de 10mg/ml. Para
o inicio do ensaio foram pipetados 250 ul de cada uma das amostras em eppendorfs de
1,5 ml contendo 250 pl de quitina coloidal (10 mg/ml). As amostras (exceto as
correspondentes ao controle do ensaio) foram incubadas, a temperatura de 37 °C,
durante 60 minutos. Em seguida, foram submetidas a fervura em banho-maria, a
temperatura de 80 °C, durante 10 minutos, visando interromper a reagdo enzimatica.
Apo0s o resfriamento, todas as amostras foram centrifugadas, em centrifuga refrigerada
modelo 5417 R (Biopharma, New York, USA) a velocidade de 10.000 x g, a
temperatura de 25 °C, durante 30 minutos. Foram coletados 300 ul do sobrenadante
resultante de cada uma das amostras e colocados em contato com 10 pl uma solugdo
diluida da enzima glucoronidase (E.C. 3.2.1.31, Sigma, St.Louis, USA); a mistura
reacional foi incubada a 37 °C, durante 60 minutos. A reacdo enzimatica foi
interrompida através de fervura em banho-maria, a 100 °C, durante 10 minutos. Apos
resfriamento, foram adicionados a cada eppendorf 190 ul de agua grau Milli-Q, 100 pl
de tetraborato de sodio e potassio 0,6 M. A mistura foi aquecida em banho-maria a 100
°C, durante 5 minutos. Quando as amostras atingiram a temperatura ambiente, foi
adicionado a cada eppendorf 1 ml de solucdo p-dimetil-aminobenzaldeido (DMAB)
(100 mg/ml). A leitura para a determinagao optica de N-acetil-D-glucosamina, liberado
durante a reagdo enzimatica, foi medida a 585 nm. Os calculos referentes aos dados
colorimétricos foram executados através da constru¢ao de uma curva padrdo a partir de
concentragdes conhecidas de N-acetil-D-glucosamina, variando de 100 a 500 uM

(REISSIG et al.,1955). A atividade quitinasica foi expressa em nanokatal (nkat) por
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miligrama de proteina, em que 1 nkat equivale a liberacao de 1,0 umol de N-acetil-D-
glucosamina por mililitro por minuto.

Com a finalidade de avaliar a termoestabilidade da atividade quitinasica presente
na fragdo protéica liofilizada, amostras de concentracdo referente a 10mg/ml, foram
dissolvidas em agua destilada, centrifugadas em centrifuga eppendorf modelo 5417 R
(Biopharma, New York, USA) a velocidade de 10.000 x g, a temperatura de 25 °C,
durante 10 minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para eppendorfs e exposto a
diferentes temperaturas, durante 30 minutos. As temperaturas selecionadas para
exposicao das aliquotas foram: 45 °C, 60 °C e 80 °C, antes que fossem submetidas ao
ensaio para determinar a atividade quitinolitica, conforme descrito no item anterior.

A determinagdo da atividade da enzima peroxidase do ascobarto (APX) na
fragdo protéica do latex de C. procera foi investigada através do método
espectrofotométrico descrito por NAKANO (1981), no qual a enzima APX catalisa a
reacdo em que o H,O; ¢ degradado. Foram dissolvidos 50 mg da fragdo protéica do latex
C. procera liofilizado em 5 ml de tampao fosfato de Potassio dibasico 100 mM,
contendo EDTA 0,1 mM, pH 7,0. Em seguida a mistura foi centrifugada em centrifuga
eppendorf modelo 5417 R (Biopharma, New York, USA), na velocidade 10.000 x g,
durante 10 minutos, a temperatura 4 °C. A solu¢ao reacional foi preparada em tubos de
ensaio com 1350 ul de tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM, contendo EDTA
0,25 mM, pH 6,0. Foram adicionados 50 ul das aliquotas do sobrenadante obtido apos a
centrifugacdo, 50 ul de solugdo de peroxido de hidrogénio 30 mM e 50 ul de 4cido
ascorbico 15 mM. As amostras foram mantidas em banho-maria, a temperatura de 30

°C, durante todo o experimento. A leitura das absorbancias da mistura reacional foi
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medida a 290 nm e os valores obtidos utilizados para determinar a atividade enzimatica
da APX.

A determinagdo da atividade da enzima catalase (CAT) na fracdo protéica do
latex de C. procera foi investigada através do método descrito por BEERS (1952),
fundamentada na capacidade da enzima CAT catalisar a degradagdao de H,O, em agua e
oxigénio gasoso. Foram dissolvidos 50 mg da fracdo protéica do latex C. procera
liofilizado em 5 ml de tampao fosfato de potassio dibasico 100 mM, contendo = EDTA
0,1 mM, pH 7,0 centrifugadas em centrifuga eppendorf modelo 5417 R (Biopharma,
New York, USA) , na velocidade 10.000 x g, durante 10 minutos, a temperatura 4 °C.
A solugdo reacional foi preparada em tubos de ensaio com 1290 ul de tampao fosfato de
potassio monobasico 100 mM, contendo EDTA 0,1 mM, pH 7,0, adicionados 150 pl
das aliquotas do sobrenadante obtido apos a centrifugacao, 60 pl de solucao de peroxido
de hidrogénio 500 mM , as amostras foram mantidas em banho-maria, a temperatura de
30 °C, durante todo o experimento. A leitura das absorbancias da mistura reacional foi
medida a 240 nm e os valores obtidos utilizados para determinar a atividade enzimatica
da CAT.

A determinagdo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) na fragdo
protéica do latex de C. procera foi investigada através do método descrito por
GIANNOPOLITIS (1977). A referida enzima ¢é capaz de inibir a formacdo de
Formanzana (cor azul), na reagdo em que o radical superdxido, formado a partir da
redu¢do da riboflavina, responsavel pela liberacdo de elétrons para o oxigé€nio, ¢
reduzido a peroxido de hidrogénio. Foram dissolvidos 50 mg da fracao protéica do latex
C. procera liofilizado em 5 ml de tampao fosfato de Potédssio dibasico 100 mM,

contendo EDTA 0,1 mM, pH 7,0 centrifugadas em centrifuga eppendorf modelo 5417 R
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(Biopharma, New York, USA), na velocidade 10.000 x g, durante 10 minutos, a
temperatura 4 °C. A solucao reacional foi preparada em tubos de ensaio com 1000 ul de
tampao fosfato de potdssio monobasico 50 mM, contendo EDTA 0,1 mM, metionina
19,5 mM, pH 7,8. Foram adicionados 50 ul das aliquotas do sobrenadante obtido apos a
centrifugacdo, e na auséncia de luz, foram adicionados a cada eppendorf 150 ul de
solucdo de NBT 750 mM e 300 pl de riboflavina 10 uM. As amostras foram
transferidas para uma caixa iluminada por uma lampada fluorescente de 20 W, durante
15 minutos. A leitura das absorbancias da mistura reacional foi feita a 560 nm, se
resguardando da luminosidade, e os valores obtidos utilizados para determinar a

atividade enzimatica da SOD.

3.13 - Ensaios Bioldgicos

3.13.1 - Ensaios Bioldgicos com o St. aegypti

Foi realizada uma série de ensaios independentes que tiveram como
principal objetivo investigar o possivel efeito deletério do latex de C.procera sobre a
eclosdo de ovos do inseto ou sobre seu desenvolvimento. Os ensaios foram conduzidos
tanto com o latex fresco coletado em agua destilada (1:1;v:v) como para as seguintes
fracdes: a fracdo ndo dialisavel contra agua e livre de borracha e posteriormente
liofilizada (LP); os trés picos (PL,PII e PIII) obtidos pelo fracionamento de LP em
cromatografia de troca-ionica em coluna de CM-Sepharose Fast Flow (GE Helthcare,
Piscataway, USA) posteriormente dialisados e liofilizados e a fragdo correspondente a

agua usada apos uma hora de dialise contra dgua destilada.
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3.13.1.1. - Ensaio de Avaliacdo da Toxicidade do latex Total de C. procera sobre

larvas de St. aegypti

Os ensaios realizados com o intuito de avaliar a toxicidade do latex fresco e os
efeitos das LP e DL sobre as larvas no terceiro estagio de desenvolvimento foram
conduzidos da seguinte maneira: o latex fresco de C. procera foi coletado em agua
destilada, como descrito anteriormente, e diluigdes em série (a partir de 1:10.000) foram
preparadas em ordem, para obter concentragdes decrescentes de seus componentes
toxicos. Dez larvas no terceiro estagio larval foram adicionadas a tubos de ensaio (20
mm x 100 mm) contendo 5 ml de cada diluicdo. O procedimento experimental,
realizado, em triplicata, foi mantido por 24 h a 25 °C.

A fracdo LP liofilizada, na concentracio de 10 mg/ml, foi diluida em agua
destilada em tubos de ensaio, para as dadas dilui¢cdes em série 1:2, 1:10, 1:50, 1:100 e
1:500. Dez larvas no terceiro estagio foram adicionadas a cada tubo e seu
desenvolvimento monitorado por 48 h. Os experimentos foram conduzidos a 25 °C, em
triplicata com 10 individuos em cada tubo contendo 5 ml de solugao.

A atividade larvicida dos trés picos (PI, PII e PIII) obtidos a partir da fracdo LP,
cromatografada em coluna de CM-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Piscataway,
USA) foram avaliados separadamente. Cada pico cromatografico, na concentracao de
200pg/ml foi diluido em agua destilada em tubos de ensaio. Dez larvas no terceiro
estagio foram adicionadas a cada tubo e seu desenvolvimento monitorado por 48 hs. Os

experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente, em triplicata, com 10
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individuos em cada tubo contendo 5 ml de solugdo e como nos ensaios anteriores
usados como controle dgua destilada e Albumina Sérica Bovina- BSA (Sigma, St.
Louis, USA).

A fracdo DL e suas diluigdes em agua destilada foram preparadas em tubos de
ensaio (5 ml), em triplicata. Dez individuos no terceiro estagio larval de
desenvolvimento foram colocados dentro de cada um dos tubos e as larvas
sobreviventes observadas por 24 h. Todos os resultados foram expressos pelo percentual
de mortalidade apos 1, 3 € 24 h de exposi¢ao.

Com o intuito de evidenciar a natureza das substancias que causaram a
mortalidade das larvas, ambas as fragdes LP e DL foram submetidas a aquecimento a
100 °C por diferentes periodos de tempo. Os resultados foram expressos como o
percentual de mortalidade.

Em outros ensaios, ambas as fragdes LP e DL foram submetidas a acao
enzimatica utilizando proteases de Streptomyces griseus (Sigma-5147, St. Louis, USA)
durante 24 h a 37 °C em uma solugdo tampao PBS 100 mM pH 7,5. A enzima foi
utilizada em uma propor¢ao de 1: 100 (p/p) e adicionada trés vezes nos intervalos de
tempo correspondentes a 0 h, 12 h e 18 h de digestdo. Apos a digestdo, as amostras
foram aquecidas a 60 °C durante 10 min para inativagdo da ac¢do enzimatica. As
amostras foram entdo diluidas para um volume final de 200 ml de agua destilada
contendo 1 % de etanol e quatro replicatas de 1000 pg/ml (PL) e 5000 pg/ml (DL)
foram preparadas. Em seguida cada amostra recebeu 50 larvas no terceiro estagio de
desenvolvimento larval. Controles foram feitos contendo a enzima em agua e agua
contendo 1 % de etanol. Os experimentos foram conduzidos em recipientes de vidro de

40 ml e deixados em uma camara de crescimento com temperatura (25 °C) com ciclo de
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claro/escuro (12:12 h) controlados. O ensaio foi observado por 24 horas e os resultados

foram expressos como o percentual de mortalidade.

3.13.1.2 - Ensaio de Avaliacdo da Toxicidade do latex Total de C. procera sobre

eclosdo de ovos do St. aegypti

O efeito das fragdes LP ¢ DL sobre a eclosdo dos ovos do Aedes Aegypti foi
avaliado da seguinte maneira: os ovos de St. aegypti aderidos a tiras de papéis (1 cm?)
foram contados com o auxilio de um microscopio luminoso comum e transferidos para
tubos de ensaio (20 mm x 100 mm) contendo 3 ml de cada amostra. A fra¢ao protéica
liofilizada (LP) foi dissolvida em agua destilada, na concentracdo de 200 pg/ml,
concentragdo toxica para larvas do terceiro estagio. A DL foi preparada e usada apos a
dialise como descrito anteriormente ou liofilizada e re-solubilizada como anteriormente
descrito. Albumina Sérica Bovina BSA (Sigma, St.Louis, USA) foi usada como padrio
na mesma concentragdo da maior dose de LP testada nos ensaios anteriores (5 mg/ml).
Todas as amostras foram diluidas em diferentes concentracdes em agua destilada e a
eclosdo dos ovos monitorada por 24, 48 ¢ 72 h. A agua destilada na auséncia de
proteinas foi utilizada como controle negativo. Posteriormente, ambas as fragdes LP e
DL foram também submetidas a tratamento térmico previamente ¢ ensaiadas como
descrito. A taxa de eclosdo dos ovos foi monitorada por 24, 48 e 72 h. Todos os ensaios

foram conduzidos a 25°C e em triplicata.

3.13.1.3 - Ensaios de toxicidade das fragbes do latex de C procera para

camundongos
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O uso de camundongos para os ensaios de toxicidade foi conduzido em
concordancia com os principios internacionalmente aceitos para o uso de animais de
laboratério como descrito nas diretrizes da Comunidade Européia (EEC Directive of
1986; 86/609/EEC).

Grupos de seis animais (3 machos e 3 fémeas) foram separados de forma
aleatoria e transferidos para gaiolas. Os animais tiveram livre acesso a dgua e comida e
foram mantidos no laboratdrio a 25 °C.

A toxicidade aguda foi verificada de acordo com método descrito por MILLER
& TAINER (1944). Solugdes contendo 3, 10, 30, 100 e 300 mg das LP/kg de massa
corporea animal dissolvidas em 100 pl solug¢do salina estéril (NaCl 0,15 M) foram
injetadas por via endovenosa através do plexo retro-orbital dos animais.

A toxicidade da fracdo DL, constituida de componentes de baixa massa
molecular, foi avaliada de acordo com o método previamente descrito por
LITCHFIELD & WILCOXON (1949). Amostras de DL em concentra¢des variando de
78 a 1.250 mg de DP/kg de massa corpdrea por animal, foram dissolvidas em 200 pl
solucdo salina estéril e injetadas na cavidade peritoneal dos camundongos.

Em ambos os experimentos, os animais foram observados quanto as mudangas
nos padrdes fisiologicos de micgdo, defecacdo e alteragdes comportamentais e morte

durante 48 horas.



45

IV. RESULTADOS

Apos coleta em &gua, o latex de Calotropis procera foi submetido a etapas
laboratoriais de centrifugacdo e dialise. Estes procedimentos permitiram a obtencdo de
trés fracbes principais do latex. A fracdo borracha (RL), caracterizada principalmente
por seu aspecto esbranquicado; insolubilidade em &gua e de constituicdo quimica
presumida de polimeros de isopreno. A fracdo LP, representada pelo material soltvel
em &gua que ficou retido na solucdo pela membrana de dialise a qual foi bem
caracterizada pela riqueza em proteinas e a fracdo DL, que reuniu as moléculas que ndo
ficaram retidas no interior da membrana de dialise mas que eram sollveis em agua. Esta
fracdo (DL) é considera ser constituida por ions e particulas moleculares com massas
moleculares inferiores a 8.000 Da.

Neste trabalho o latex em sua forma integra bem como as trés fracfes obtidas
foram alvo de analise fisico-quimica, investigagdes bioquimicas e ensaios de toxicidade
em modelos bioldgicos.

O latex fresco de Calotropis procera em solucdo aquosa foi submetido a
avaliacdo fisico-quimica. Estas analises apontaram a presenca em maior quantidade dos
fons HCO™, Mg CI" e SO,? enquanto que Ca** e Fe™ n&o foram detectados.
Quantidades minimas de NOs, NO,, NH," e P* foram identificadas (TABELA 1). O

pH do latex foi determinado como sendo igual a pH 5,1.
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TABELA 1 - Composicdo Fisico-Quimica do latex fresco da planta Calotropis

procera®
Latex Fresco”

(mg/ml de latex) Amostral  Amostra2  Amostra 3 X Xon-1
HCO™ 9,5459 10,3908 - 0,0246 6,6374 5,7849
Mg*? 6,8092 8,7324 7,2252 7,5859  1,0119

Ccr 5,2860 6,5149 5,4748 5,7586 0,6618

Ca* 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Fe*? 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
S0O,4? 0,0256 0,0284 0,0264 0,0268 0,00144

NO3 0,0004 0,0006 0,0005 0,0005 0,0001

NO, 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0000

NH," 0,0004 0,0004 0,0004 0,0004 0,0000

p3 0,0003 0,0003 0,0034 0,0013 0,0018

% Estas analises foram realizadas no laboratdrio de Fisico-quimica do NUTEC, érgéo do
Governo de Estado do Ceara. °10 mL de latex total diluido em 2000 mL de agua
destilada.

A partir do fracionamento do latex, suas fragdes foram liofilizadas e uma
estimativa do rendimento desta foi estabelecida a partir de seis amostras coletadas
separadamente. Para isto seis amostras independentes foram avaliadas em separado
seguindo exatamente 0 mesmo procedimento para cada amostra. Os resultados estdo
apresentados na TABELA 2. Como pode ser observado, a fracdo com caracteristicas de
borracha (RL) prevalece no latex, compreendendo mais de 80 % de sua massa seca.
Como serd descrito adiante, uma pequena quantidade de material protéico pode ser
recuperado da fragcdo de borracha apos o processo de liofilizacdo ou por re-extracédo da
mesma com diferentes solugdes. Esta fracdo, que foi inicialmente denominada de

proteinas ligadas a borracha foi posteriormente considerada como proteinas do latex
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(LP). O latex da planta C. procera apresentou aproximadamente 15 % de sua massa

seca constituida por proteinas. Analise quantitativa de proteinas totais sollveis presentes

no latex revelou que o material apresenta em média 8,18 mg de proteina por ml de latex.

Quando a fracdo protéica do latex foi submetida a determinacéo de teor de nitrogénio

pelo método de AOAC (1990) a massa protéica na fracdo LP foi estimada corresponder

a 74 % em uma massa liofilizada (74 mg de proteinas em 100 mg de material LP

liofilizado). O teor de carboidratos determinado pelo método de DUBOIS et al (1956)

foi muito baixo - (0,483 mg/ml) no latex total. N&o foi avaliado o teor de carboidratos

nas demais fracdes.

TABELA 2 - Rendimento do fracionamento do latex de Calotropis procera e

estimativa do teor de proteinas nas fracdes

Massa Massa de Massa de Teor de
Amostras De borracha proteinas ligadas proteinas  Total de massa Teor real proteinas
(20 ml de a borracha sollveis protéica de proteina  solGveis
latex) mg % mg % mg % (mg/ml) (mg/ml) (Bradford)
(mg/ml)
01 1.245 87,86 Nd Nd 172 12,1 8,6 6,31 9,7
02 1.467 87,62 66 3,9 140 83 10,3 7,62 5,7
03 1.381 86,23 86 5,3 135 84 11,05 8,17 9,8
04 1548 81,99 108 57 232 1272 17 12,5 75
05 1514 84,29 102 5,6 180 10,0 141 10,43 N.D
06 1623 81,85 145 7,31 215 10,84 18 13,32 N.D
Y 1463 84,97 1014 5,56 179 10,03 131 9,7 8,18
SD 1222 245 26,2 1,08 356 157 3,47 2,57 1,69

N.d - N&o determinada; ; Teor real de proteina = massa protéica da fragdo LP, determinada pelo método

de KIELDAHL (AOAC,1990), correspondente a 74% em massa liofilizada.
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Na etapa seguinte, as fracdes foram avaliadas em gel de poliacrilamida na
presenca ou auséncia de SDS e 2-mercaptoetanol. Foi observado que a fracdo LP
apresenta diversas proteinas com massas moleculares relativas que variam entre 8.000 e
95.000Da (FIGURA 3). Este padrdo protéico foi modificado na auséncia de 2-
mercaptoetanol, sugerindo a existéncia de proteinas com ligacdes S-S intracadeias
(FIGURA 4). LP foi ainda submetida a eletroforese desenvolvida para proteinas basicas
(PI > 7,0). Foi observada a presenca de proteinas com carater basico (FIGURA 5). A
caracteristica predominante de proteinas béasicas na fracdo LP foi confirmada
posteriormente através da conducdo de uma corrida eletroforética bidimensional, na
qual a referida fragdo apresentou-se bastante heterogénea. Na primeira analise, usando-
se um gradiente de pH de 3 a 10, praticamente todas as proteinas se concentraram na
regido basica do gel. Na segunda andlise, um gradiente de pH imobilizado variando de 6
a 11 foi aplicado. Um conjunto de proteinas foi observado neste intervalo de pH com
massas relativas condizentes com a andlise em uma dimensdo. Estes dados estéo
apresentados na FIGURA 6.

Um espectro de massas obtido por espectrometria em MALDI-TOF (MDS)
confirmou o perfil protéico da fracdo LP (proteinas do latex) com massas de 10.000 a

97.000 Da (FIGURA 7).
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FIGURA 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) em presenca de SDS e 2-
mercaptoetanol da fracdo proteinas do latex (LP) de Calotropis procera. Foram

carregados 5, 10, 15 ug da fracdo LP nos pocos A, B e C respectivamente.

PERERS

.

FIGURA 4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em gradiente (5 a 12,5%) de gel na
auséncia de SDS e 2-mercaptoetanol. Linhas A - F: 25 ug de proteina da fracdo LP do

latex de C. procera.
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FIGURA 5 - Eletroforese para proteinas basicas em gel de poliacrilamida 12,5%
segundo o método de REISFELD (1962). A fracdo LP do latex de C. procera foi
solubilizada em tampdo de acetato de potéassio 0,5M, pH 6,8 contendo 1% de 2-

mercaptoetanol. As linhas de A a D foram carregadas com 20 pg de LP.
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pH 3-10 pH 6-11

FIGURA 6 - Perfil da Fracdo Protéica do Latex de Calotropis procera em eletroforese
bidimensional. (A) Focalizagdo isoelétrica realizada utilizando strip com gradiente
linear de pH variando entre 3 e 10. (B) Focalizac&o isoelétrica realizada utilizando strip
com gradiente linear de pH entre 6 e 11. 1mg da fracdo PL foi carregada em cada strip.
Os marcadores de massa molecular usados foram os do produto Rainbow (RPN800) de

(Amersham Biosciences Uppsala, Sweden).
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FIGURA 7 - Espectro de massas da fracdo LP adquirido a partir de um aparelho
Espectrometro de Massas modelo MALDI-TOF (Amersham Biosciences, Uppsala,
Sweden) com fonte de ionizagdo do tipo Electron Spray lonization (ESI), analisador

tipo Time of Fly (TOF) e detector do tipo multiplier.

A andlise através de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢es
desnaturantes da fracdo borracha (BL) estd mostrada nas FIGURAS 8 e 9. A fracdo RL
foi analisada tal qual ela foi obtida, mas também foi previamente submetida & extracao
com 4agua, solucbes &cidas, bésicas e de elevada forca ibnica. Seus extratos foram
centrifugados, dialisados e liofilizados para analise. Como pode ser observado na

FIGURA 8, RL apresenta proteinas e quando o seu perfil protéico é comparado ao perfil
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protéico de LP, ha uma similaridade. Todas as bandas protéicas presentes em RL estdo

presentes em LP.

FIGURA 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) em presenca de SDS e 2-
mercaptoetanol. Linha A - 5 ug da fracdo LP do latex de C. procera; linha B - 5 pg da

fracdo borracha (RL) e linha C - 5 ug de proteinas ligadas a fracdo borracha.

Os perfis protéicos de RL obtidos apds sua extracdo com diferentes solucBes
evidenciam a presenca de proteinas que foram extraidas com maior ou menor
intensidade de acordo com a solugdo extratora (FIGURA 9). Desta forma, pode ser
concluido que a fracdo RL tal qual é obtida no fracionamento ainda apresenta teor

protéico, embora este seja provavelmente similar aquele da fracéo LP.
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FIGURA 9 - Perfil eletroforético de extratos protéicos obtidos a partir da extracdo da
fracdo borracha (RL) do latex de Calotropis procera em diferentes solucées. A - fracdo
LP; B - fracdo da borracha extraida com NaCl 1M; C - fracdo borracha extraida com
NaOH 1N; D - fracdo borracha extraida com HCI 1N e E - fracdo borracha extraida com

agua destilada.

A fracdo DL também foi avaliada através de eletroforese, entretanto, com o
objetivo de detectar a presenca de peptideos, uma vez que era esperado haver somente
moléculas com massa molecular inferior a 8.000 Da (cut off da membrana de dialise
utilizada). A eletroforese para peptideos, em gel de tricina-acrilamida 17 % sob

condicgdes desnaturantes, foi entdo usada e revelou a presenca de, pelo menos, quatro
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peptideos na fracdo analisada. Na figura, estes sdo evidenciados através das setas

(FIGURA 10).

A B B
4_
<«
16.950 3
14.400 2 I
10.600
8.160 -
100
E
2,510

FIGURA 10 - Eletroforese para peptideos em gel de tricina-acrilamida 17% sob
condigdes desnaturantes (SDS 10 % e beta-mercaptoetanol 5 %). Linha A - marcadores
de massa molecular em Da de 16.950 (Mioglobina), 14.440 (Mioglobina I1+I1), 10.600
(Mioglobina I+111), 8.160 (Mioglobina I), 6.210 (Mioglobina I1), 2510 (Mioglobina I11).

Linha B - 40ug da fragdo DL foram aplicados no gel.
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O que chama atenc¢do imediata na figura € que ndo ha correspondéncia aparente
entre as massas aparentes dos peptideos e as aquelas de marcadores de massa molecular
utilizados (Sigma, St.Louis, USA). Isto é, visto que esta fracdo & formada por
componentes que migraram do lado interno da membrana de dialise para o externo,
todos deveriam certamente ter massa inferior a 8.000 Da, tamanho de exclusdo da
membrana utilizada. Entretanto, repetidas eletroforeses reproduziram este perfil
apresentado. Embora ndo muito comum é possivel haver uma migracdo anémala de tais
moléculas ou entdo estas representariam contaminacdo de outras proteinas do latex, o
que é pouco provavel, visto que esta amostra apresentou resultados concordantes do
ponto de vista qualitativo em analise em HPLC. Nesta andlise a fracdo DL foi
cromatografada em uma coluna SuperDex Peptide HR, para separar peptideos, originou
4 picos correspondendo a massas inferiores a 8.000 Da foram recuperados.

A fracdo protéica do latex LP foi também investigada quanto a presenca de
glicoproteinas. Duas estratégias distintas foram empregadas. A primeira foi através de
eletroforese em gel de poliacrilamida revelada com o reagente de Schiff quando foi
observada presenca de glicoproteinas na fracdo analisada (FIGURA 11).
Posteriormente, utilizando-se duas lectinas imobilizadas em um *sensorship”, foi
avaliado se proteinas do latex presentes na fracdo PL seriam reconhecidas. As lectinas
imobilizadas foram a CFL, que reconhece fortemente glicoconjugados do tipo
oligamanosidico e com menor intensidade glicanos do tipo N-acetillactosamina e a
lectina de Artocarpus integrifolia, que reconhece glicoconjugados do tipo N-
acetillactosamina. A analise foi realizada em um sistema BiaCore, que mede a cinética
de interacdo intermolecular em tempo real. Com visto na FIGURA 12, a fragdo LP

gerou resultados coerentes com uma interacdo com a CFL. Assim, é provavel que haja
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glicoproteinas no latex com porcdes glicosiladas com oligomanosideos. As medidas de
interacdo com a lectina galactose-especifica de Artocarpus, comumente chamada de
jacalina gerou respostas menores sob as mesmas condicfes de andlise. Este resultado
sugere que também ha glicoproteinas com glicanos do tipo N-acetillacosamina presentes

na amostra.

FIGURA 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) segundo método descrito
por ZACHARIUS et al. (1969). A eletroforese foi revelada utilizando reagente de
SCHIFF para observacdo da presenca de glicoproteinas Linha A: 10 ug da lectina de
Erythrina veluntina forma aurantiaca (uma glicoproteina); Linhas de B a D: 15,10 e 5

ug da fracdo protéica do latex (LP) de C. procera, respectivamente.
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FIGURA 12 - Cinética de interacdo em tempo real da fracdo PL com glicoproteinas
imobilizadas (CFL, jacalina) medidas por ressonancia plasmonica de superficie (SPR).
A mudanga SPR ¢ expressa em unidades de ressonancia. A parte superior e inferior das
curvas correspondem respectivamente as fases de associagdo e dissociagdo. Os nimeros
1, 2 e 3 representam 1000, 500, 100 pg de LP/ml, respectivamente no grafico da
jacalina. No gréfico da CFL 1 representa a interacdo natural com a fracdo LP; 2-
representa a acdo inibitéria de 100 mM de alfa-D-manosidio sobre a interacdo; 3-

passagem da solucdo de alfa-metilmanosideo 100 mM.
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Os resultados obtidos através da cromatografia de afinidade em coluna de

quitina e os ensaios realizados com o intuito de determinar a presenca de atividade

quitinasica na fracdo LP sugerem a presenca de proteinas ligantes de quitina na fracéo

LP. Na FIGURA 13 é apresentado o perfil de eluicdo da fracdo LP sobre coluna de

quitina. Um pico ndo retido foi recuperado e um pico retido na matriz foi eluido com

solugdo de &cido acetico 100 mM ou HCI 100 mM. Ainda na FIGURA 13 o perfil

protéico destes picos em eletroforese sob condi¢des desnaturantes é apresentado.
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FIGURA 13 - Perfil cromatogréafico das proteinas do latex em coluna de quitina. (A) 50

mg de LP em 5 ml de agua destilada foi aplicada na coluna. O PI foi eluido com a

mesma solucdo de solubilizacdo. O PII foi recuperado ap6s eluicdo com solucdo de

acido acético 100 mM. (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) da fracdo LP

do latex (1), PI (2) e PII (3) recuperados da coluna de quitina.
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Os ensaios enzimaticos realizados com o objetivo de detectar a presenca de
atividade quitinolitica no latex fresco de C. procera apds coleta, na fragdo protéica do
latex (LP) bem como nos picos provenientes da etapa de cromatografia em coluna de
quitina foram conduzidos. Em todas as amostras analisadas foi observada a presenca de
atividade quitinolitica (FIGURA 14). A atividade mais intensa foi encontrada na frago
LP. Apos etapa cromatografica a atividade quitinolitica da fracdo LP apresentou-se em
maior intensidade no PIl em relacdo ao PI. A atividade quitinolitica foi completamente

perdida apds aquecimento da fracdo LP a 60 °C durante 30 minutos (FIGURA 15).
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Fracbes

FIGURA 14 - Ensaio de atividade quitindsica em fracfes do latex de C. procera. 1-
latex fresco de C. procera apds coleta em agua, centrifugacdo e dialise; 2 - fracdo LP
liofilizacdo (10 mg/ml); 3 - Atividade quitindsica do Pl obtido apds etapa de
cromatografia em coluna de quitina (5mg/ml) e 4 - Atividade quitinasica do PII obtido

apos etapa cromatogréafica (5mg/ml).
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FIGURA 15 - Efeito da temperatura sobre a atividade quitinolitica da fracdo LP. 1 -
Atividade quitinasica da fracdo LP (10 mg/ml); 2, 3 e 4 - fracdo LP (10 mg/ml)

previamente aquecida a 45 °C, 60 °C e 80 °C, respectivamente.

Nos ensaios de atividade quitinasica, foi investigado se a atividade quitinolitica
era derivada de hidrolise endoquitinésica ou exoquitinasica. Quando quitina coloidal foi
submetida a hidrolise pela fragdo LP foi observada atividade quitinolitica pela presenca
de N-acetilglicosamina que se complexa com o di-metil-benzaldeido que gera uma
coloracdo violeta, medida a 585 nm. Assim, pode ser concluido que ha atividade
exoquitinasica. Para avaliar a presenca de atividade endoquitinolitica, foi
adicionalmente utilizada a enzima glucoronidase. A glucoronidase (SIGMA, St. Louis,
USA) digere fragmentos de quitina a unidades de N-acetilglicosamina livres. Entdo para
que a glucoronidase tenha forte atividade é necessario haver uma digestdo parcial da
quitina em fragmentos, o que ocorreu nos ensaios. Assim, é esperado haver também

atividade endoquitinésica na fragdo PL.
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Na fracdo LP foi avaliado se havia atividade hemaglutinante, propriedade muito
comum para proteinas com atividade lectinica, embora ndo seja um método de resultado
definitivo. Através de ensaios de hemaglutinacdo realizados em placas de
microtitulacdo, utilizando-se eritrocitos de coelho néo tratados ou tratados com tripsina,
nenhuma atividade hemaglutinante foi detectada na amostra LP. Na literatura, ndo ha
relatos de atividade hemaglutinante em fluidos laticiferos. A fracdo LP também ndo
interagiu com tripsina bovina imobilizada, sugerindo n&o haver inibidor de tripsina na
fragdo.

Além dos testes para avaliar a presenca de lectinas e atividade quitinasica, foram
realizados ensaios para detec¢do de atividades enzimaticas relacionadas ao metabolismo
oxidativo [enzimas peroxidases do ascorbato (APX), catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD)]. Os ensaios foram realizados por métodos fotocolorimétricos

(TABELA 3).

TABELA 3 - Atividades enziméaticas de enzimas do metabolismo oxidativo

investigadas na fracdo LP do latex de C. procera

Enzima Atividade enzimética
Peroxidase do Ascorbato (APX) 0.117% + 0.013 pMol (H20,).g™ .min*
Catalase (CAT) Nao detectada
Superdxido dismutase (SOD) 1007.749 + 91.892 U.A..g*

Quando coelhos foram estimulados & imunizacdo com a fracdo LP, estes
produziram anticorpos policlonais especificos. Solugdes de anti-soro foram capazes de

reconhecer proteinas do latex como revelado em ensaios de imunodifusdo dupla
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apresentada na FIGURA 16. Na literatura ha relatos de aparecimento de sintomas
adversos como inflamacdo, irritacdo de pele e queratites apds contato com o latex de C.

procera. Tais reacdes ndo foram observadas no animal que recebeu proteinas do latex.

FIGURA 16 - Imunodifusdo dupla de Ouchesterlony. A - soro de coelho n&o-imune
17,5 mg/ml; B - soro de coelho ndo-imune 35 mg/ml; C - anti-soro de coelho imune 35
dias 17,5 mg/ml; D - anti-soro de coelho imune 35 dias 35 mg/ml; E - anti-soro de
coelho imune 42 dias 17,5 mg/ml; F - anti-soro de coelho imune 42 dias 35 mg/ml (10
ul/pogos centrais) contra as proteinas do latex (LP) em diferentes concentracdes (1
mg/ml sem diluicéo e dilui¢bes 1:2, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80). Foram aplicados 10 ul de
amostra em cada poco radial das placas. As amostras foram distribuidas em ordem
crescente de diluigdo, no sentido horario e aplicadas a partir do orificio posicionado na

extremidade superior direita de cada placa.
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ApOls a caracterizacdo bioquimica parcial das fragdes do latex, estas foram
avaliadas quanto a capacidade de produzir efeitos deletérios sobre larvas do mosquito
transmissor da Dengue, o0 St. aegypti.

O latex fresco coletado em agua destilada (1:1; v/v) causou 100 % de
mortalidade nas larvas do terceiro estagio de desenvolvimento do St. aegypti em apenas
cinco minutos e este efeito toxico ainda foi observado ap6s 24 h em uma diluicdo do
latex de 1: 1000 vezes. Diante destes resultados, novos ensaios de avaliacdo foram
realizados com as fragdes LP e DL.

A fracdo LP do latex foi efetiva em promover morte de larvas no terceiro estagio
de desenvolvimento (TABELA 4). A dose correspondente a 1.000 png/ml da fragéo LP
promoveu 100 % de mortalidade das larvas em 24 h e 86,6 % das mortes ocorreram nas
trés primeiras horas. Entretanto, esta atividade larvicida da fracdo LP foi diminuida
progressivamente apds tratamento térmico do material a partir de 15 minutos a 100 °C
(TABELA 5).

A fracdo LP foi submetida a cromatografia de troca idnica em gel de CM-
Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Piscataway, USA), previamente equilibrada em
tampdo de acetato de s6dio 50 mM, pH 5,0. A fracdo LP foi entdo dividida em trés
novas fracoes.

O pico néo retido, denominado PI foi recuperado com o tampao de equilibrio. O
P11 que ficou retido a matriz e foi posteriormente eluido com tampao de acetato de sédio
50 mM, pH 5,0, contendo NaCl 0,2 M e um terceiro pico, denominado PIII, retido a
coluna e posteriormente eluido com tampdo de acetato de soédio 50 mM, pH 5,0,
contendo NaCl 0,3 M foram submetidos a novos ensaios. O perfil de eluicdo destes

materiais estd mostrado na FIGURA 17.
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TABLELA 4 - Atividade larvicida das fracGes LP e DL do latex de Calotropis procera
para larvas do terceiro estagio do desenvolvimento do Stegomyia aegypti apés

diferentes tempos de exposicéo

Concentragdo (pg/ml) % mortalidade *

LP 1h 3h 24 h
20 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 56,6 + 8,16
200 0,0+0,0 0,0+0,0 86,6 + 9,4
1.000 33,3+ 16,9 83,3+9,4 100,0 + 0,0
5.000 90,0 +8,7 100,0 + 0,0 100,0 + 0,0
BSA 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0
Agua 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
DL 1h 3h 24 h
Agua 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
BSA 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0
DL n#o diluido 63,3 +4,7 90,0 +14,1 100,0 + 0,0
DL (ug/ml) 1h 3h 24 h
20 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
200 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0
1.000 20,0 £ 10,0 23357 50,0 + 17,3
5.000 63,3+5,7 76,6 £5,7 100,0 0,0
10.000 76,6 + 11,54 86,6 + 15,2 100,0 0,0

% valores sdo expressos como media de trés replicatas. Albumina sérica bovina — BSA
(Sigma, St.Louis, USA) foi utilizada a 10 mg/ml.
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TABELA 5 - Atividade larvicida das fracbes LP e DL de Calotropis procera
submetidas a tratamento térmico contra larvas do terceiro estdgio no desenvolvimento

do Stegomyia aegypti

Percentual de mortalidade apés 24h 2

Tempo de aquecimento

PL DL
8 100°C (min) (200 pg/m) (5 mg/ml)
0 86,7 + 4,7 70,0 £ 26,45
15 20,0 +141 63,3 £ 15,27
30 26,7 +9,2 53,3+ 10,0
45 3,7 +4,7 50,0 £ 10,0
60 13,4 +4,7 23,3 +15,27
Controle (agua) 0,0+0,0 0,0+0,0

% valores sdo expressos como media de trés replicatas

Estes picos, derivados da cromatografia de troca idnica, foram avaliados quanto
a toxicidade contra as larvas do terceiro estagio de desenvolvimento do St. aegypti. N&o
foi observado efeito toxico contra as larvas nas fragdes de Pl e PII. Entretanto, atividade
toxica foi observada na fracdo correspondente ao Pl (TABELA 6). Embora a atividade
toxica tenha sido observada no PIII, esta foi menor que a observada na fragdo LP
quando utilizada uma mesma concentracdo de material nos ensaios (200 pg/ml). Além
disso, a toxicidade da fracdo PIII foi observada somente ap6s 48 h enquanto que o efeito

produzido pela fragdo LP foi claramente observado apos 24 horas.
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FIGURA 17- Cromatografia de troca-iénica em coluna de CM-Sepharose Fast Flow da
fracdo LP do latex de Calotropis procera. A coluna foi previamente equilibrada com
tampéo acetato de soédio 50 mM pH 5,0. O PI foi eluido apds aplicacdo do tampéo de
equilibrio. PII e PIII foram obtidos ap6s eluicdo com tampédo de equilibrio contendo

NaCl 0,2 M e 0,3 M, respectivamente.

Ainda com o intuito de avaliar o envolvimento de proteinas na toxicidade da
fracdo LP, esta foi submetida a digestdo por protease e apds 24 horas de digestdo a
fracdo LP foi avaliada quanto a presenca de atividade toxica. A digestdo da fracdo pode
ser observada através de eletroforese em gel de poliacrilamida (FIGURA 18). A fracédo
de proteinas do latex (LP) digerida causou 23,9 % de mortalidade das larvas no terceiro
estagio de desenvolvimento enquanto que a mesma fracdo ndo submetida a tratamento
digestivo matou 97,49 %. Mortes ndo foram observadas no grupo controle com ou sem

enzima.
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TABELA 6 - Atividade larvicida das fragcdes derivadas de LP (PI, PII e PIII) contra

larvas do terceiro estagio no desenvolvimento do St. aegypti.

Picos cromatograficos % mortalidade

(200 pg/ml) 1h 3h 24 h 48h

Pl CM-Sepharose 00+00 00+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
PIl CM-Sepharose 00+00 00+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
PIlIl CM-Sepharose  0,0+0,0 00+0,0 00+00 286+04

BSA 00+00 00+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Agua 00+00 00+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

% 0 ensaio foi realizado em triplicata como descrito em material e métodos em
tubos de ensaio contendo 5 ml.

A B C D

FIGURA 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% da fracdo LP do latex de C.
procera ap0s digestdo com protease de Streptomyces griseus. A - Fracdo LP sem

digestéo; fragdo LP apds 3 h (B) e 24 h (C) de digestdo e (D) enzima.
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Em um segundo momento, a toxicidade da fracdo LP foi avaliada sobre ecloséo
dos ovos do St. aegypti. A fragdo LP ndo foi efetiva em prevenir a ecloséo dos ovos em
baixas doses. A eclosdo dos ovos em albumina sérica bovina e na dose de 200 pug/ml da
fracdo LP dissolvida em agua foi comparavel a eclosdo de ovos somente em agua
(TABELA 7). A eclosdo de ovos na dose de 200 pg/ml da fracdo LP foi levemente
maior quando comparado aos grupos controle, entretanto, o crescimento das larvas tanto
em BSA quanto em agua foi mais uniforme do que o crescimento na presenca da fragao
LP. Além disso, foi observada expressiva morte de larvas quando estas alcangaram o
segundo estagio de desenvolvimento, porém este efeito ndo atingiu 100 % das larvas
que se desenvolveram até o segundo estagio larval. Entretanto, estes individuos
sobreviventes em LP ndo atingiram o terceiro estagio de desenvolvimento nas 72 horas
seguintes, diferindo do que normalmente ocorria nos grupos controle (TABELA 7). A
eclosédo dos ovos foi inibida quando uma dose de 10 mg/ml da fracdo PL foi testada.

A fragdo DL, correspondente a &gua da primeira hora de dialise, também
apresentou toxicidade sobre larvas do terceiro estagio de desenvolvimento como
desempenhado inferior aquela da fracdo LP. Uma dose de 5.000 pg/ml da fragdo DL
promoveu 100 % de mortalidade das larvas (TABELA 4).

A fracdo DL também foi submetida ao mesmo ensaio de digestdo pela protease
como descrito para LP. O material digerido foi entdo avaliado quanto ao seu potencial
toxico. Apos 24 horas de digestdo a fracdo DL causou 77,49 % de mortalidade das
larvas no terceiro estagio enquanto a DL ndo submetida ao tratamento digestivo
promoveu 100 % de mortalidade das larvas, sugerindo assim que ndo ha o envolvimento
de proteinas (peptideos) na toxicidade larval desempenhada por esta fracdo (TABELA

3).



70

TABELA 7 - Efeito das fracdes do latex (LP e DL) do latex de C procera na eclosao de

ovos do St. aegypti.

Amostras NUmero % Numerode Numero de %
de Ovos eclosdo  larvas vivas larvas mortalidade
mortas
Agua 88 40,90 46 0 0
Controle (BSA) 90 30,0 27 0 0
LP - 200 pg/ml 146 53,42 23 55 70,51
LP -1 mg/ml 152 44,07 23 44 65,67
LP - 10 mg/ml 157 0 - - -
DL - 1 mg/mi 123 37,39 46 0 0
DL - 10 mg/ml 147 35,37 27 25 48,07
DL - 50 mg/ml 149 0 - - -
DL - 100 mg/ml 138 0 - - -

Albumina sérica bovina (Sigma, St.Louis, USA) foi utilizada na concentragdo de 10
mg/ml. NUmero de larvas vivas corresponde as larvas ainda vivas ap0s 72 de
observagao.

Quando desafiada contra ecloséo na presenca da fracdo DL, ovos do St. aegypti
produziram larvas no primeiro estagio de desenvolvimento nas primeiras 24 horas de
modo similar ao dos controles com BSA e agua. A mortalidade das larvas foi observada
somente na dose de 10 mg/ml, uma tendéncia que foi observada até 72 horas. Altas
doses da fragdo DL promoveram intensa atividade larvicida (TABELA 7).

Como estas fragOes apresentaram intensa atividade larvicida, as mesmas foram
examinadas quanto a toxicidade aguda em camundongos. O resultado de toxicidade
aguda em camundongos mostrou que a injecao intravenosa da fracdo LP ndo causou
efeitos deletérios ou mortalidade nas concentracdes correspondentes a dose que exibiu

atividade larvicida. Uma DLsp de 25,8 + 4,2 mg/kg foi encontrada. Esta dose esta
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distante daquela necessaria para eliminar larvas do St. Aegypti no terceiro estagio de
desenvolvimento. Assim, uma analise preliminar da fracdo LP poderia ndo exibir
toxicidade contra animais em doses que sabidamente provocam morte das larvas. Doses
de 3 e 10 mg/kg da fragdo LP quando injetadas por via endovenosa causou leve sedacédo
dos animais enquanto que doses de 30 e 100 mg/kg promoveram modificagcdes no
padrdo respiratorio seguido de morte. Deve ser considerado aqui que a via de
administracdo endovenosa é a mais eficaz na disseminacdo de uma droga e requer entéo
doses menores de acéo.

A toxicidade aguda também foi avaliada na fragdo DL através da via
intraperitoneal. Uma DLsp correspondente a 534 + 21,8 mg/kg foi determinada. A
atividade larvicida da fragdo DL foi determinada em doses inferiores a 5000 pg/mi
(TABELA 4).

De acordo com os resultados, o latex de calotropis procera possui diferentes
compostos com atividade larvicida sobre o St. aegypti. Tais compostos parecem ser de
origem protéica, presentes na fracdo PL e metabdlitos ndo protéicos e de baixa massa

molecular presentes na fragdo DL.
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V. DISCUSSAO

No Reino Plantae ¢ estimado haver mais de 12.000 espécies laticiferas. A
ocorréncia do fluido laticifero nos tecidos, e a abundancia de sua produgdo varia entre
estas espécies. Muito pouco é conhecido sobre estas secrecdoes. Nem mesmo podem ser
definidas como verdadeiras secre¢des, pois nao sdo secretadas e sim acumuladas nos
canais laticiferos. Entretanto, dentre os fluidos laticiferos ja examinados em algum
contexto bioquimico, ¢ comum a descri¢do da ocorréncia de polimeros de isopreno. Esta
presenga abundante confere aos fluidos laticiferos uma propriedade que os une no
conhecimento popular. Polimeros de isopreno ddo origem a estruturas com
caracteristicas de borracha e por isto o termo latex esta intimamente relacionado a
borracha. Esta idéia se consolidou como conseqiiéncia da exploracdo da arvore da
borracha pela indtstria. A planta Hevea brasiliensis ndo ¢ somente de extremo valor
comercial por causa da extragcdo de seu latex, mas também por originar mais de noventa
por cento da literatura conhecida sobre fluidos laticiferos se originou.

Neste trabalho, o latex da planta C. procera foi investigado quanto a alguns
aspectos bioquimicos. H4 dois ou trés fortes apelos para o estudo do latex de C.
procera. Primeiro, a planta produz tal quantidade de latex que ndo seria absurdo
especular que C. procera produziria mais latex do que a propria seringueira. Segundo,

ha diversos relatos sobre propriedades curativas e toxicoldgicas do latex de C. procera
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oriundos da medicina popular e de literatura cientifica; e por fim, esta planta ¢ de
grande ocorréncia no Nordeste Brasileiro, sendo o Ceara uma grande area onde a planta
¢ facilmente encontrada.

Nao ha na literatura uma descri¢do bioquimica sobre a composicdo do latex de
C. procera, embora haja varias publicacdes que descrevem a ocorréncia de moléculas
presentes no fluido (ANSARI & ALI, 2001; GALLEGOS-OLEA et al., 2002; KUMAR
& JAGANNADHAM, 2003; SHIVKAR & KUMAR, 2003). Mais do que caracterizar
aspectos bioquimicos do latex propriamente dito, este trabalho teve como objetivo
fracionar o latex para estuda-lo em diversos contextos. Aqui, foi enfatizada a analise de
sua composic¢do protéica e sua atividade larvicida contra St. aegypti.

De acordo com os resultados, foi estabelecido que o latex de C. procera ¢é
composto por duas fragdes de caracteristicas bem distintas. Prevalece fortemente a
fragdo denominada de borracha do latex RL (> 80 %). Entretanto, o teor de proteinas no
latex foi também surpreendente (> 10 %). O latex de H. brasiliensis € rico e diverso em
proteinas enquanto que o latex de Achras sapota ¢ muito pobre (YANG et al., 2002;
SELVARAJ & PALL, 1984).

Embora tenham sido detectadas proteinas na fracdo borracha, a analise destas
com aquelas presentes na fracdo LP sugere fortemente que as proteinas presentes na
fracdo RL sdo partes integrantes da fracdo LP que certamente co-precipitam com a
borracha durante a etapa de centrifugagdo inicial do latex.

A formagdo da borracha envolve a formagdo de malhas de poliisoprenos que
certamente aprisionam proteinas soluveis e as co-precipitam. Este fendmeno tanto
ocorre no fracionamento do latex de Hevea que mesmo os mais avangados

procedimentos industriais de processamento de sua borracha ndo impedem este efeito.
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Um grande numero de trabalhos ja constatou com evidéncias de que materiais derivados
do latex de Hevea induzem alergia e que a causa ndo seria originada da borracha, mas
de proteinas do latex aprisionadas nesta em quantidades minimas (SUSSMAN et al.,
2002; BINKLEY et al., 2003; CHAIEAR et al., 2006; BAYROU, 2006).

A fracdo LP nao apresentou atividade do tipo lectinica em ensaios de
hemaglutinagdo, entretanto isto ndo elimina a possibilidade de ocorréncia de uma
lectina com apenas um sitio de liga¢dao. De fato, a melhor proteina estudada no latex de
Hevea ¢ uma lectina monomérica de apenas um sitio de ligagdo a carboidratos, a
heveina (GIDROL et al., 1994).

Em termos enzimaticos, a ocorréncia de proteases do tipo cisteinica foi
recentemente descrita no latex de C. procera (KUMAR & JAGANNADHAM, 2003).
Posteriormente, FREITAS (2005) concluiu que ndo ha atividade proteolitica do tipo
serinica e nem atividade de metaloproteinases no latex. Proteinases parecem ser comuns
em fluidos laticiferos e sua presenca nestes fluidos pode estar relacionada a mecanismos
de defesa, além de envolvimento em fungdes tais como: degradagdo de proteinas de
reserva, ativagdo de zimogénios ¢ degradagdo de proteinas defeituosas, morte celular
programada e no reconhecimento de patogenos (RUDENSKAYA et al, 1995;
SOLOMON et al., 1999; LIU et al., 2001; KEMBHAVI et al., 2003; KONNO et al.,
2004).

Neste trabalho foi ainda verificado que enzimas com atividades relacionadas ao
metabolismo oxidativo estdo presentes no latex de C. procera, embora ndo tenha sido
detectada atividade de catalase. Atividades com estas caracteristicas foram descritas no

latex de Euphorbia characias e Mango sap (JOHN et al., 2003; MURA et al., 2006).
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Estes dados sugerem que fluidos laticiferos participam ativamente na defesa anti-
oxidativa do vegetal.

A atividade quitinolitica também evidencia a relevancia funcional do latex.
Outras quitinases ja foram descritas no latex de H.brasiliensis e Ficus microcarpa
(JEKEL et al., 1991; TAIRA et al., 2005). As enzimas quitindsicas t€m como atividade
a digestao de polimeros de residuos de N-acetilglicosamina ligados em [3-(1 - 4). Estas
seqiiéncias ocorrem em parede celular de fungos filamentosos, muitos dos quais sdo
fitopatogénicos; estdo presentes na constituicdo da membrana peritrofica, que ocorre no
trato digestorio de insetos; além de ocorrerem em exoesqueletos de outros organismos
(JACH et al., 1995; TELLAM et al., 1999). O fato de que plantas ndo possuem
estruturas montadas a partir de polimeros de quitina, enquanto estas ocorrem em seus
potenciais predadores, confere a estas enzimas um potencial papel de defesa. Ha varios
relatos na literatura de acdo anti-fingica desencadeada por atividade quitinolitica
(LAWRENCE et al., 1996). Embora este trabalho ndo tenha avaliado a capacidade da
fracdo LP, rica em atividade quitinolitica, em inibir o crescimento de fungos, tal
procedimento merece ser realizado.

A fragdo protéica do latex (LP) foi capaz de induzir uma resposta imunologica
em coelhos quando este foi submetido a um protocolo classico de imunizacao.
Anticorpos policlonais foram encontrados no anti-soro produzido que foi capaz de
reconhecer proteinas da fracdo LP. O estudo de indugdo de resposta imunoldgica do
latex ¢ muito importante. Primeiro, hé intensos estudos com o latex de Hevea, onde 11
proteinas ja foram identificadas como alergénicas e que tém provocado sérios
problemas de satide publica em profissionais que fazem uso de matérias industrializados

derivados de seu latex, tais como luvas cirurgicas (SUSSMAN et al., 2002). Nao ha
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outros estudos com outros latex sobre este assunto. O fato de que o latex de C. procera
¢ utilizado na medicina popular é preocupante, visto que ndo ha, até o presente,
qualquer investigagdo neste contexto. H4 na literatura a descri¢do que animais que
receberam doses do latex de C. procera responderam, com o aumento do nimero de
leucdcitos no sangue, se comparados aos animais nao tratados (DADA et al., 2002;
RAMOS et al., 2006). Um estudo detalhado da atividade imunolédgica do latex de C.
procera ou de suas fragdes deveria ser desenvolvido.

A terceira fragao do latex obtida foi denominada de DL, fazendo referéncia que
seus componentes foram originados de uma etapa de dialise. Embora ndo tenha havido
uma caracterizagdo bioquimica desta amostra, ¢ esperado que estejam presentes nesta,
metabolitos secundarios, possiveis aminodcidos livres, além de muitos ions, como foi
determinado na analise fisico-quimica do latex total. O interesse nesta fracdo seria a
possivel ocorréncia de peptideos. As evidéncias obtidas por analise eletroforética
sugerem a presenca de peptideos. Como descrito nos resultados, surpreendentemente
ndo houve concordancia nas massas relativas observadas. Entretanto, quando RAMOS
et al. (2006) analisaram a fracdo DL através de cromatografia de filtragdo em gel em
uma coluna SuperDex Peptide HR, usada para separar moléculas com massa variando
entre 100 e 7.000 Da, 4 picos foram recuperados e a analise de aminoacidos destes
confirmou a presenca de peptideos. Assim, a fracdo DL parece realmente possuir
peptideos.

Dentre os sintomas de toxicidade descritos para o latex de C. procera estdo a
irritacdo ¢ o desenvolvimento de processo inflamatério apos contato com o material
(TOMAR et al., 1970; HANDA & SHARMA, 1984). Recentemente ALENCAR e

colaboradores demonstraram que o estimulo inflamatorio do latex de C. procera esta
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confinado na fragdo DL enquanto que a fragdo LP ndo apresenta tal atividade
(ALENCAR et al., 2006). Além disto, os mesmos autores demonstraram que a atividade
antiinflamatdria do latex esta totalmente presente na fragdo LP estudada neste trabalho
(ALENCAR et al., 2004). Estes resultados sugerem que o protocolo de fracionamento
do latex de C. procera desenvolvido neste trabalho foi muito eficiente em separar uma
atividade toxica de uma de interesse biotecnolédgico.

Hé4 um relato na literatura de que o latex de C. procera seria toxico para o
mosquito transmissor da dengue (SINGH, et al., 2005) e mais recentemente foi sugerido
que o material também teria atividade repelente (SINGH et al., 2004). Assim, apds a
caracterizagdo bioquimica parcial das fragdes do latex, estas foram avaliadas quanto a
capacidade de produzir efeitos deletérios sobre larvas do mosquito transmissor da
Dengue, o St. aegypti.

No primeiro ensaio, foi verificado se de fato o latex integro poderia causar
mortalidade as larvas do terceiro estdgio. De fato, a morte das larvas no latex foi quase
que instantdnea e nenhum individuo sobreviveu 24 horas na presen¢a do latex, mesmo
quando diluido mil vezes.

A atividade foi também encontrada nas fragdes LP ¢ DL. A fragdao RL, insoluvel
em agua nao foi testada. A atividade larvicida de LP diminuiu consideravelmente apds o
seu aquecimento, o que sugere ser de fato de origem protéica a atividade larvicida, mas
foi a forte reducdo da atividade verificada apos tratamento com protease que deu
evidéncias mais solidas para esta hipotese. A fragdo DL ndo teve sua atividade larvicida
reduzida pelo aquecimento ou por tratamento com protease e isto sugere o
envolvimento de outros componentes na agdo larvicida. O fato é que fica evidenciado

que no latex ha diferentes compostos envolvidos na acdo larvicida. A ag¢do de LP sobre
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as larvas poderia ser especulada se relacionar com a presenga de quitinases, pois larvas
do terceiro estdgio possuem uma estrutura quitindsica na sua membrana peritrofica
(SOUZA-NETO et al., 2003). Por outro lado, a forte atividade proteolitica presente no
latex poderia certamente contribuir para a digestao de estruturas protéicas das larvas. No
caso da fracdo DL ¢é mais dificil especular a acdo inseticida. Embora haja na literatura a
descri¢ao de compostos de baixa massa molecular no latex de C. procera (DEWAN et
al., 2000) ndo ¢ evidente relaciona-los a atividade observada.

A divisdo da fragdo LP em trés picos prot€icos através de cromatografia de troca
i0nica mostrou que a atividade larvicida se concentrava no PIII. A caracterizagao deste
pico poderia levar a identificagdo do(s) composto(s) envolvido(s). Esta serd uma outra
etapa a ser realizada.

Foi interessante observar o efeito das fracdes LP ¢ DL sobre a eclosdo dos ovos
de St. aegypti. Embora a eclosdo ndo tenha sido inibida na presenca destas fracdes, os
individuos foram certamente afetados em seu desenvolvimento. Uma dose elevada de
PL também inibiu severamente a eclosdo dos ovos. Estes resultados ndo puderam ser
discutidos com apoio na literatura, pois nao ha relatos de outros exemplos com St.
aegypti ou com o latex. Estes resultados deveriam ainda ser aprofundados. Entretanto,
fica evidente de que o latex de C. procera ¢é realmente uma fonte de moléculas
larvicidas.

O estudo toxicologico do latex deveria também ser detalhado. Aqui foi apenas
verificada sua agdo em animais por via endovenosa e intraperitoneal. Os resultados
sugerem que as fragdes possuem potencial toxico, mas este resultado ndo ¢ conclusivo e
muitos outros experimentos deveriam ser realizados. Muitos estudos toxicologicos do

latex sdo descritos na literatura, entretanto em todos os casos somente, o latex total foi
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avaliado (BADWI et al., 1998; MELO et al., 2001). Um estudo mais detalhado
certamente poderia gerar resultados mais conclusivos, principalmente se as fragdes
individuais fossem consideradas nesses estudos.

O latex de C. procera é uma potencial fonte de valor bioldégico no contexto de
identificacdo de moléculas envolvidas em agdes biologicas benéficas e outros defeitos
toxicos. Sua caracterizagdo bioquimica ¢ o passo inicial para entender suas atividades

enddgenas e efeitos em outros sistemas bioldgicos.

VI. CONCLUSAO

O estudo bioquimico e funcional do latex de Calotropis procera podera levar a
identificagdo de seus compostos envolvidos em atividades farmacoldgicas e
toxicoldgicas. O fracionamento do latex executado neste trabalho mostrou que ¢
possivel separar no latex estes dois conjuntos de compostos bioldgicos. A atividade
larvicida do latex sobre St. aegypti demonstra que o latex poderia ser um veiculo de
controle para a proliferacdo do mosquito se as etapas de completa caracterizagdo da
amostra ¢ mecanismo de a¢do forem bem identificadas. Enquanto que as vias de
administracdo empregadas em animais para avaliar o potencial toxico do latex, foram
superficiais para fornecer resultados conclusivos. Portanto, investiga¢des futuras quanto

a esse aspecto serdo bastante validas.
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