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RESUMO

A eimeriose é uma doenca causada pelo protozoéario do filo Apicomplexa, do género Eimeria.
Esta doenca ataca o sistema gastrointestinal principalmente de bovinos, ovinos e caprinos em
idade mais jovem, podendo atacar também os animais mais adultos onde o0 manejo é praticado
de forma incorreta. Os principais sintomas causados séo diarreia com a presenca de sangue,
anorexia, desidratacdo e alta mortalidade, o que causa prejuizos econdmicos expressivos para
0s criadores e para a pecudria brasileira. O ciclo de vida da Eimeria passa pela fase de oocistos
ndo esporulados e esporulados (infectantes). Uma importante caracteristica desses oocistos é
gue a sua membrana externa € formada por carboidratos, lipideos e proteinas. Em contrapartida,
sabemos que o latex do mamaéo, além de possuir varias outras substancias, é rico em enzimas,
das quais se destaca a papaina. Diante de tudo isso, o objetivo deste trabalho é avaliar a
capacidade que o latex de mamdo e a papaina pura possuem para romper 0S 00Cistos
esporulados e néo esporulados de Eimeria bovis, causando a interrupgéo do seu ciclo de vida.
Os oocistos foram avaliados por contagem ao microscopio e comparagao estatistica por meio
do teste de Tukey e teste t com a quantidade controle para avaliar se houve reducao significativa
no numero de oocistos presentes na amostra. Todos os testes feitos causaram alguma reducéo
no ndmero de oocistos em relagdo aos seus respectivos controles, no entanto apenas o
tratamento feito com solucdo de latex a 30% se diferenciou estatisticamente dos demais.

Palavras-chave: Eimeria bovis, oocistos, latex, papaina, proteases.
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1. INTRODUCAO

A pecuaria € uma das principais atividades econdmicas do Brasil, correspondendo a
cerca de 30% do produto interno bruto (PIB) (AGE/MAPA, 2014). De acordo com 0 Servico
Nacional de Aprendizagem Rural (SENAR, 2011), esse setor vem se destacando como um
contribuinte eficaz no crescimento da producdo de alimentos no Brasil.

Dentre os varios segmentos da pecuaria no Brasil, segundo o Ministério da Agricultura
(2023), a bovinocultura esta na posicdo de destaque como uma das principais facetas do
agronegocio brasileiro no cenario internacional. Possuindo o segundo maior rebanho do
mundo, a india ocupa a primeira posicdo, o Brasil assumiu no ano de 2004 a dianteira das
exportac@es, sendo responsavel por 20% de toda carne bovina comercializada mundialmente.
E além da producdo de carne bovina, o Brasil se destaca também como um grande produtor de
leite, ocupando a terceira posi¢do no ranking mundial, estando atras apenas de Estados Unidos
e India (ROCHA; CARVALHO; RESENDE, 2020).

No entanto, para que a producdo de carne bovina e de leite tenham éxito, € de extrema
importancia a pratica de manejos adequados em todas as etapas do ciclo produtivo, onde se
deve estar sempre atento as necessidades nutricionais e principalmente sanitarias dos animais
(GOMES, 2018). Sabe-se que pelo menos 5% do rebanho bovino no Brasil morre a cada ano
por causas diversas (Pessoa et al. 2013), sendo que por meio de um estudo realizado no sul do
pais, notou-se que infec¢des associadas a doencas inflamatorias e parasitarias sdo responsaveis
por cerca de 77% de tais mortes (Lucena et al. 2010).

Grande parte dos rebanhos no Brasil ainda séo criados a base de pasto, o chamado
regime extensivo, que juntamente com o clima acaba contribuindo para a ocorréncia de
infeccbes por parasitas gastrointestinais. Dentre esses parasitas, 0S mais comumente
encontrados sdo os helmintos gastrointestinais, nematoides causadores das helmintoses, e 0s
coccideos, protozoarios apicomplexos responsaveis por causar a coccidiose (FONSECA et al;
2023).

A coccidiose pode ser caracterizada por quadros de alteracGes gastrointestinais, como
diarreia ou presenca de sangue nas fezes do animal contaminado. E também chamada de
Eimeriose, pois 0s protozodrios causadores sdo do género Eimeria. Essa doenca infecciosa vem
causando um impacto de ordem econdmica cada vez maior na pecudria brasileira (FONSECA
et al; 2023). A taxa de mortalidade e o baixo desempenho dos animais colocam essa patologia
entre as principais causas de prejuizos na bovinocultura. As espécies mais relevantes que

afetam bovinos sé@o Eimeria bovis, Eimeria zuernii e Eimeria alabamensis, sendo que as duas



primeiras sdo mais incidentes no Brasil e a Ultima no territério europeu (FONSECA et al;
2023).

Diante da grande importancia econdmica que essa enfermidade apresenta, é de extrema
importancia a pesquisa e o desenvolvimento de novos métodos e substancias para seu controle

e erradicacao.

2. OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito do latex de maméo (Carica

papaya) e da papaina pura sobre oocistos esporulados e ndo esporulados de Eimeria bovis.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Mam@o e latex

Carica papaya, planta conhecida popularmente como mamoeiro, € uma espécie
cultivada em larga escala em regides subtropicais e tropicais, esta € uma espécie de
comportamento semiperene e que pertence a familia Caricaceae (BORELLA & STEVANATO,
2015). De acordo com Faostat (2015), o0 mamoeiro se destaca como uma das frutiferas mais
cultivadas e consumidas dessas regides do globo terrestre. Sendo seus maiores produtores
mundiais a India, Brasil, Indonésia, Nigéria e México, sendo a producdo brasileira
correspondente a 12,6% da produgdo mundial.

Seus frutos, popularmente chamados de mamé&o ou papaia, carnosos e indeiscentes, cuja
polpa é macia e de coloracdo amarelo-avermelhado, sdo amplamente utilizados na alimentacéo,
pois sdo Otimas fontes de calcio, vitamina A e C (Silva et al., 2015). Porém, estes frutos quando
ainda verdes, sdo 6timos produtores de latex, que é veiculado através de vasos laticiferos que
se estendem por todo o fruto e uma de suas funcdes € ser utilizado pela planta como um
mecanismo para sua defesa contra animais e insetos agressores, devido a sua intensa atividade
proteolitica (Macalood et al., 2014).

As células laticiferas sdo alongadas e especializadas na secrecdo de latex, estando
presentes por toda a planta. Estas células formam os vasos laticiferos que podem ser
articulados, neste caso as células estdo enfileiradas, ou ndo articulados, onde as células séo
isoladas e cujo crescimento ¢ indeterminado (MARQUES, 2017), como mostrado na Figura 1.

Segundo Macalood et al. (2014) o mamoeiro possui vasos laticiferos do tipo articulado.



Figura 1 - Representacdo esquematica de laticiferos articulados (A) de Amoreira (Morus sp.) e
nédo-articulados (B) de Espirradeira (Nerium oleander).
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Fonte: Tais (2008).

Plantas tropicais apresentam com uma maior frequéncia a presencga de latex quando
comparadas com as plantas das demais regiGes. Isso se da devido a maior quantidade de insetos
presentes nessas localidades, o que faz com que as plantas sejam mais atacadas e esse fato
corrobora com o uso do latex pela planta como mecanismo de defesa. O latex € liberado no
exato local onde ocorreu algum tipo de dano nos tecidos do vegetal, carreando substancias de
defesa que isolam o local afetado, atuando como agente selante nas regides danificadas, gragas
a sua capacidade de rapida coagulacdo, o que impede a entrada de possiveis patdgenos
(MUSIDLAK et al, 2020).

A acdo prejudicial do latex contra os insetos € desempenhada em grande parte por
proteinas, sendo a papaina a de maior destaque no latex de mamoeiro, que € formado por até
30% de enzimas proteoliticas (Lavanya et al., 2018). A papaina possui atividade de cisteina-

protease, atuando com grande importancia na defesa do mamoeiro (Amri and Mamboya, 2012).

3.2 Enzimas, Proteases e Papaina

Existe uma classe de proteinas que possui uma fungdo especifica, a capacidade de
catalisar reacBes bioguimicas, a essa classe da-se o nome de enzimas (ALTINKAYNAK;
TAVLASOGLU; OCSOY, 2016). O nome enzima foi dado a esse grupo de proteinas por
Frederick W. Kiihne, termo que vem do grego enzymos e que significa “levedado”. As enzimas
possuem peso molecular que pode variar de 12000 Daltons a mais de um milhdo, dependendo
da molécula, assim como as demais proteinas (NELSON; COX, 2019).

A capacidade das enzimas de realizar a catélise nas rea¢fes bioquimicas é de extrema

importancia para os seres vivos, pois em condi¢des bioldgicas normais essas reagdes, quando
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ndo catalisadas, se processam em velocidades muito baixas, 0 que ndo permitiria a manutencéo
das atividades béasicas dos organismos. A catalise enzimatica ocorre porque a enzima é capaz
de criar um ambiente adequado, possibilitando que aquela reacéo especifica se desenvolva com
maior velocidade. Este ambiente adequado é denominado sitio ativo e a molécula sobre a qual
a enzima age € chamada de substrato (NELSON; COX, 2019).

O sitio ativo possui na sua superficie residuos de aminoacidos com varias cadeias
laterais, sdo essas terminagdes que se ligam a molécula de substrato para catalisar sua
transformacdo bioquimica, como mostrado na Figura 2. A enzima constantemente captura
moléculas do substrato que estdo na solucdo, formando o complexo enzima-substrato que é o
epicentro da acdo enzimatica (NELSON; COX, 2019).

Figura 2 - Reacdo enzimética simples.

E+S+=ES+FEP *E+ P

Residuos-
-chave do
sitio ativo

Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger 7°ed. pag. 190.

A classificacdo das enzimas € baseada no tipo de reacdo quimica que elas catalisam e
seu nome ¢ dado, acrescentando-se o sufixo “ase” ao final do nome de seu respectivo substrato.
Com isso, elas sdo organizadas nas seguintes classes: ligases, transferases, liases,
oxidorredutases, isomerases e hidrolases. As enzimas que atuam no catabolismo das proteinas
sdo chamadas proteases (EC 3.4.) e se enquadram na classe das hidrolases, visto que sua fungéo
é catalisar a hidrolise das ligacOes peptidicas responsaveis por unir os residuos de aminoacidos

formadores das proteinas (NELSON; COX, 2019). Essas enzimas atuam na clivagem de
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ligacGes peptidicas relacionadas a aminoacidos de carga positiva, como a lisina, arginina e
residuos posteriores a fenilalanina (AMRI; MAMBOYA, 2012).

Atraves do latex dos frutos ainda verdes de Carica papaya obtém-se a papaina (EC
3.4.22.2), uma enzima proteolitica pertencente ao grupo das cisteina proteases. A acdo
catalitica desta enzima esta diretamente relacionada com a sua conformacéo tridimensional,
sendo que seu sitio ativo se localiza em uma fenda formada entre dois dominios cujos tamanhos
sdo semelhantes, porém as conformacfes sdo diferentes. O sitio catalitico desta enzima é
constituido de residuos do aminodcido cisteina que se localizam nas posi¢Oes cisteina-25,
histina-159 e aspartato-158 (BORELLA et al., 2016). Sua cadeia polipeptidica é formada por
211 residuos de aminoacidos, cuja ativacdo se da na faixa de pH com valores entre 5,0 e 9,0 e
sua estabilidade € mantida até a temperatura de aproximadamente 90°C quando em presenca
de substrato JUCA VILLALTA, 2015).

A papaina é um polipeptidio formado por apenas uma cadeia e que contém trés pontes
dissulfeto e um grupo sulfidrila, estruturas essas intimamente relacionadas a sua atividade
enzimatica (Mota et al., 2017). E uma enzima composta por sete residuos de cisteina e que
apresenta na sua estrutura um nudcleo de comportamento hidrofébico R e L, onde o primeiro
possui conformacao alfa-hélice e folha-beta, ja 0 segundo assume somente a conformacéo alfa-
hélice, com localizagdo amino terminal. Os dois dominios desta proteina, mostrados na Figura
3, sdo unidos através de ligacGes de natureza eletrostatica, ligagdes de hidrogénio e efeitos
hidrofébicos (Mota et al., 2017). E uma enzima soltvel em &gua e insoldvel em solventes mais
apolares como etanol, apresentando coloracdo de amarelada a incolor quando em solucéo

aquosa e sua inativacao ocorre na presenca de agentes oxidantes, luz e calor (Mota et al., 2017).
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Figura 3 - Estrutura da Papaina (PDB ID: 9PAP), Kamphuis et al., 1984. Os residuos Cys-25
(azul) e GIn-19 (verde) se encontram em um dominio, j& os residuos His-159 (vermelho) e Asn-
175 (amarelo), estdo no dominio oposto ao da Cys-25.

Fonte: repositorio.unesp.br Acesso em 27/12/22.

A papaina, devido a sua grande capacidade proteolitica, apresenta notavel potencial
comercial (FERNANDEZ-LUCAS; CASTANEDA; HORMIGO, 2017). Segundo Mota et al.
(2017), a papaina possui inimeras atuacfes para diversas finalidades, como amaciador de
carnes, remocao de substancias alergénicas de alimentos, na producéo de lacteos, producdo de
peptideos bioativos, tratamento de agua, fermentacdo, clareador dentario, bactericida, dentre

varias outras aplicacoes.

3.3 Eimeriose

A eimeriose é uma doenca infecciosa, responsavel por causar danos ao sistema
gastrointestinal, frequentemente manifestada em animais ruminantes (BAYER, 2016). As
espécies de Eimeria consideradas mais importantes em termos de patogenicidade sdo E. zuernii
e E. bovis em bovinos e E. ovinoidalis em ovinos. Os sintomas frequentemente causados por
estas espécies sao desidratacdo, anorexia, diarreia com presenca de sangue, perda de peso e até
mesmo a morte do hospedeiro (CRUVINEL et al., 2018).
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Eimeria € um protozoario da subclasse Coccidea, do género Eimeria, que pertence a
familia Eimeriidae, da classe Sporozoasida. As doencas causadas por estes protozoarios sdo
frequentemente chamadas de coccidiose. Os casos de coccidiose sdo causados por infeccoes
onde, em sua maioria, estdo presentes mais de uma espécie desses protozoarios que interagem
entre si (DANTAS et al., 2015).

Eimeria sp. sdo parasitas mononexos, que sao aqueles que completam seu ciclo de vida
tendo apenas um hospedeiro. Este ciclo é dividido em duas fases, como mostrado na Figura 4,
sendo elas: a exdgena que ocorre no meio ambiente, onde se da a esporulagao dos oocistos e a
enddgena que ocorre dentro das células intestinais do hospedeiro, na qual o parasita sofre
algumas divisdes. A esporulacdo dos oocistos € condicionada a alguns fatores ambientais
importantes como a presenca de oxigénio, umidade e temperatura. Estes parasitas possuem alta
taxa de reproducdo dentro das células do hospedeiro, sendo cada oocisto capaz de gerar milhGes
de novos oocistos, que sdo eliminados no ambiente por meio das fezes do animal contaminado
(DENIZ, 2015).

O inicio da fase exdgena se da quando os oocistos sdo eliminados pelo hospedeiro no
ambiente, contaminando-o. Estes oocistos se estiverem em condicOes climaticas favoraveis,
serdo esporulados em um periodo de dois a quinze dias. Na esporulacdo o oocisto nédo
esporulado sofre algumas mudancas, que se iniciam com duas divisdes do seu nucleo e sua
massa protoplasmatica, gerando quatro estruturas em formato conico. A partir desse ponto
acontecem varias outras alteragdes como mudancas de forma, divisdes e secre¢do de uma
parede retratil. Essas mudancas acontecem até que 0 oocisto apresente gquatro esporocistos,
com dois esporozoitos cada, envoltos por uma parede externa, que é chamado oocisto
esporulado, sendo o seu estado infectante (KEETON & NAVARRE, 2017).

Ja a fase enddgena se inicia com a ingestdo pelo animal, dos oocistos na forma
esporulada, através de agua ou alimento contaminados. Quando estes oocistos chegam ao
aparelho digestivo do hospedeiro, sdo atacados pelas enzimas digestivas que destroem sua
parede externa liberando os esporozoitos no limen intestinal e estes tomam conta das celulas
da mucosa. Apls a entrada nas células do intestino, 0s esporozoitos se transformam em
trofozoitos. Com isso inicia-se o processo de divisdo celular dando origem aos esquizontes.
Estes, formados em grande quantidade, ao se maturarem dao origem a merozoitos, responsaveis
por infectar outras células intestinais. Dai em diante ocorrem varias etapas de diferenciacao e
divisdo celular para a producdo de mais merozoitos, sendo que este processo se repete até que
se tenha uma quantidade fixa de geragdes de merozoitos, apds isso a fase de reproducdo
sexuada é iniciada pela Gltima geragdo de merozoitos (DENIZ, 2015).
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Na reproducdo sexuada, também chamada de gametogonia, 0s merozoitos da ultima
geracdo ddo origem a micro e macrogametocitos, que apds o rompimento da célula intestinal
do hospedeiro um microgametocito se funde a um macrogametocito formando o zigoto. Este,
forma uma parede externa a sua volta, se transformando em um oocisto ndo esporulado que vai
para o limen intestinal onde sera eliminado para o ambiente por meio das fezes do animal
contaminado (TAYLOR et al., 2017).

Figura 4 - Ciclo de vida da Eimeria sp.

FONTE: Péster de divulgagao: “Entendendo e Controlando a Coccidiose aviaria”, Arte
gréfica: Helton Barreiro, Patrocinio Biovet, Edicdo geral Oswaldo Gessulli Neto (Gessulli

Agribusiness).

A parede externa do oocisto é bem desenvolvida, sendo impermeavel a solugdes, como
desinfetantes e detergentes, porém apresenta permeabilidade a substancias apolares, solUveis
no meio lipidico, e a0 bromometano e a aménia. Além disso, apresenta resisténcia a agédo de
enzimas proteoliticas (Mai et al., 2009).

Esta parede externa é composta por carboidratos, lipideos e proteinas formando uma
estrutura em camadas multilamelares. Os principais carboidratos presentes sdo: glicose,
galactose, manose e hexosamina. Ja os lipideos observados sdo &cidos e alcoois graxos, além

de esteroides (Stotish et al., 1978). Com relagéo as proteinas presentes, as mais estudadas e
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relatadas sao GAMb56 e GAMS82, pois estas proteinas apresentam grande importancia no

processo de maturacao dessa parede externa dos oocistos (Belli et al., 2009).
4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Parte experimental

Os oocistos de Eimeria bovis foram coletados na Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) na cidade de Belo Horizonte, e posteriormente enviados para
0 Departamento de Quimica (DQI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde foram
purificados e realizados todos os testes. Todos 0s solventes e reagentes utilizados nos testes

estdo listados a seguir:

e Agua destilada;

e Latex de mamoeiro;

e Cloreto de sodio PA Exodo®;
e Papaina pura Dinamica®;

e Etanol 99,5% PA Vetec®;

Os equipamentos e materiais utilizados encontram-se na lista abaixo:

e Microscdpio oOptico;

e Ebulidor para banho maria;

e Balanga

e Estufa;

e \ortex;

e Centrifuga;

e Tubos do tipo Falcon de 15 mL;

e Tubos do tipo Eppendorf de 1,5 mL

e Pipetas automaticas.

4.1.1 Extracgéo e obtengdo dos oocistos

Primeiro foi feita a coleta de fezes de bezerros previamente inoculados com o isolado
da espécie de Eimeria bovis. Foi constatado que eles estavam eliminando oocistos nas fezes
através do exame de OOPG (técnica de Gordon e Whitlock modificada) (WHITLOCK; 1948).

Ap0s isso, adicionamos dicromato de potassio (K2Cr204) 2,5% as fezes coletadas na propor¢édo
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de 1 de fezes para 2 de dicromato. Essa mistura ficou de 7 a 10 dias em temperatura ambiente
para gque ocorresse a esporulacdo. Durante esse periodo, a amostra foi homogeneizada
diariamente para que ocorresse aeracdo, procedimento necessario para a esporulacdo dos
oocistos.

4.1.2 Purificagédo das amostras

Apo6s a chegada das amostras ao departamento de quimica da UFLA, estas se
apresentavam muito escuras e sujas, pois ainda estavam na solucdo de dicromato e com muitos
residuos de fezes animais. Diante disso, o primeiro passo foi a sua purificacao que foi feita por
centrifugacdo a 3600 G durante 5 minutos. A primeira centrifugacdo realizada teve como
objetivo a retirada da solucdo de dicromato de potassio, ap6s isso se foi adicionando &gua
destilada e centrifugando vérias vezes até que a solugdo restante ficasse limpida. Porém, ap6s
a Ultima centrifugacdo a amostra se encontrava muito diluida, com poucos oocistos por unidade
de volume, entdo para corrigir este problema utilizou-se o0 método de concentracdo por
flutuacdo de Willis (Willis, 1921), o qual busca concentrar os oocistos na superficie da solugédo
por diferenca de densidade. Este método consiste em adicionar uma solucdo saturada de cloreto
de sodio (NaCl) a amostra que contém 0s oocistos até que o volume chegue a borda do frasco
e colocar uma lamina de microscépio sobre a sua boca de modo gue esta fique em contato com
o liquido por cerca de 5 minutos. Apds esse tempo a lamina deve ser retirada, virando
rapidamente a gota da solucdo para cima, entdo esta é observada ao microscopio para ver se
possui uma quantidade consideravel de oocistos. Em seguida, é adicionado a gota 20 pL de
agua destilada e esta é recolhida em um novo recipiente, este processo é repetido até a obtencédo

de oocistos puros.

4.1.3 Preparacéo das solucGes e montagem dos testes

As soluces preparadas foram de latex de mamoeiro, latex de mamoeiro desnaturado e
papaina pura, nas seguintes concentragdes (m/V): 10%, 15%, 30% e 25%. Para a preparacao
dessas solucOes calculou-se a massa necessaria de soluto para se obter 5 mL da solucéo
desejada na respectiva concentracdo. Apos a pesagem da massa calculada, a dissolugédo do
soluto foi feita em um Tubo do tipo Falcon de 15 mL com o auxilio de um vértex, para uma
completa homogeneizacédo e solubilizagcdo do soluto. Preparou-se duas solugdes idénticas de

latex para cada concentracdo, uma delas foi reservada para os testes, assim como a de papaina,
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e a outra foi colocada em banho maria com agua em ebulicdo a aproximadamente 97°C por 4
horas, cujo objetivo foi a completa desnaturacéo de todas as proteinas presentes no latex.

Para a montagem dos testes, inicialmente calculou-se a quantidade média de oocistos
presentes em 10uL da amostra purificada, para isso foi pipetado esse exato volume na lamina
do microscopio e 0s oocistos contados um a um, esse procedimento foi repetido por 5 vezes e
entdo sua média foi calculada.

Para os testes foram utilizados 24 tubos do tipo eppendorf de 1,5 mL, sendo destinados
6 tubos para cada solugdo preparada (latex, latex desnaturado e papaina pura), além do controle
feito com agua destilada. Com o auxilio de pipetas automaticas, pipetou-se 10uL da amostra
contendo os oocistos purificados em cada tubo eppendorf, em seguida foram pipetados 20uL
das solucGes preparadas de latex, latex desnaturado, papaina pura e a dgua destilada, sendo
cada solucdo pipetada em 6 tubos eppendorf de forma separada. Apds a montagem dos testes,
estes foram mantidos em uma estufa a temperatura de 27°C, onde o teste com as solugdes a
concentracdo de 10% (m/V), primeiro teste realizado, permaneceu por 24 horas, ja 0s testes
com as demais concentrac@es, além de uma repeticdo do de 10% (m/V), permaneceram por 48

horas na estufa a mesma temperatura do inicial.

4.2 Contagem dos oocistos e andlise estatistica

Apos a retirada dos testes da estufa, procedeu-se com a contagem dos oocistos restantes
em cada eppendorf. Para isso, com o auxilio de uma micropipeta automatica, todo o contetido
do eppendorf foi transferido para a ld&mina do microscépio e 0s oocistos que permaneceram
integros foram contados um a um, repetindo 0s mesmos passos para todas as solucdes e o
controle. Apos o término da contagem, calculou-se a quantidade média para cada solucdo e
para o controle.

O efeito da acdo proteolitica do latex de C. papaya e da papaina sobre 0s oocistos de E.
bovis foi avaliada por analise de variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey ao nivel de 5% e
1% de probabilidade. Além disso, o percentual de reducdo da média de oocistos também foi

calculado de acordo com a seguinte equag&o:

%Reducéo = (Média de oocistos integros do controle — Médias de oocistos integros do tratamento) x 100
Média de oocistos integros do controle
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5. RESULTADOS

O processo de purificacdo das amostras por centrifugacéo pode ser observado na Figura
5. Apo6s a etapa de purificacdo, a concentracdo de oocistos estava abaixo do esperado para a
realizacdo dos testes, entdo com o objetivo de corrigir este problema foi utilizado o método de
concentragdo por flutuagdo de Willis, representado pela Figura 6, o qual busca concentrar os
oocistos na superficie da solucdo por diferenca de densidade.

Figura 5 - Purificacdo das amostras provenientes da UFMG, contendo oocistos de Eimeria
bovis em solucdo de dicromato de potéssio, apds sucessivas centrifugacdes e lavagens com
agua destilada, estando a amostra original a esquerda e a purificada a direita.

Fonte: Do autor (2023).
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Figura 6 - Concentracdo dos oocistos pelo método de flutuacdo de Willis.

Fonte: Do autor (2023).

Com o objetivo de avaliar a capacidade de acao proteolitica das enzimas, presentes no
latex do mamoeiro (C. papaya) e da papaina de forma isolada, sobre a membrana externa dos
oocistos de E. bovis, foram preparadas as solucfes de tratamento em diferentes concentracoes
m/V (10%, 15%, 25% e 30%). Tais solucOes sdo de latex, papaina pura e latex desnaturado,
que apos serem preparadas foram centrifugadas para a retirada de possiveis residuos solidos,
para que ficassem limpidas. O aspecto final dessas solugdes pode ser observado na Figura 7

que é referente a concentracdo de 30%.

Figura 7 - Solucdes para a montagem dos testes com concentracéo de 30%, sendo da esquerda
para a direita: papaina pura, latex de mamoeiro e latex de mamoeiro desnaturado.

Fonte: Do autor (2023).
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A partir da purificacdo das amostras contendo 0s oocistos e da preparacao das solucdes
para o tratamento, os testes puderam ser iniciados. Para isso se fez necessario ter conhecimento
da morfologia dos oocistos esporulados e ndo esporulados, representados na Figura 8, antes de
iniciar o tratamento com as solugdes preparadas, para efeito de comparagao ao final do teste
realizado. Os testes consistiram em 6 replicatas para cada tratamento e para o controle (agua
destilada), onde cada replicata consistiu na mistura de 10pL da amostra contendo 0s oocistos
com 20pL da solugéo tratamento, em um tubo do tipo eppendorf de 1,5 mL, conforme mostrado

na Figura 9, onde permaneceram por um periodo de 48 horas.

Figura 8 - Oocistos de Eimeria bovis na solugdo controle (Agua destilada), indicados pelas setas,
sendo esporulado a esquerda e ndo esporulado a direita.

Fonte: Do autor (2023).
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Figura 9 - Montagem do teste com 6 repeticdes para cada solucao (tratamento) e para o controle
feito com agua destilada, sendo de cima para baixo: controle, latex de mamoeiro, papaina pura
e latex de mamoeiro desnaturado.

Fonte: Do autor (2023).

Com o fim do periodo de incubacdo dos testes, foi realizada a contagem dos oocistos
esporulados e ndo esporulados que permaneceram inalterados apds o tratamento. Com a
contagem feita procedeu-se com uma analise estatistica nos resultados obtidos, a fim de
verificar se o tratamento causou diferenca significativa no nimero de oocistos quando
comparado a solugéo controle.

Em se tratando dos testes com as solucdes tratamento & concentracdo de 10% e 15%,
ambos com periodo de incubacdo de 48 horas, estas apresentaram os percentuais médios e seus
respectivos desvios padrdo de acordo com o nimero de oocistos contados, o que pode ser
observado nas Figuras 10 e 11. Assim, temos que 0s percentuais médios de redugédo dos grupos
tratados em relacdo ao grupo controle foram os seguintes: com 10% de concentracéo, latex
(30,34% esporulados, 50% nédo esporulados), papaina (19,66% esporulados, 50% nao
esporulados), latex desnaturado (16,85% esporulados, 66,67% ndo esporulado); e com 15%
de concentragdo, latex (4,67% esporulados, 11,11% ndo esporulados), papaina (20,09%
esporulados, 33,3% ndo esporulados), latex desnaturado (31,31% esporulados, 66,67% nao

esporulado). Porém, apesar de apresentarem um percentual de reducdo na quantidade de
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oocistos quando comparados com seus respectivos controles, ndo apresentaram diferenca

estatistica relevante.

Figura 10 - Percentual de reducdo do numero de oocistos de Eimeria bovis, em relacdo ao
controle, para os tratamentos com latex de mamoeiro, papaina pura e latex de mamoeiro
desnaturado, a 10% durante 48 horas.

Latex Papaina Latex Des.

B Esporulados ® Nao esporulados

Fonte: Do autor (2023).

Figura 11 - Percentual de reducdo do numero de oocistos de Eimeria bovis, em relacdo ao
controle, para os tratamentos com latex de mamoeiro, papaina pura e latex de mamoeiro
desnaturado, a 15% durante 48 horas.
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Fonte: Do autor (2023).

Ja com relacdo ao teste cujas solucOes tratamento estavam em concentracdo de 30%,
com 48 horas de incubacdo, notou-se um percentual de reducdo expressivo no nimero de
oocistos em relagdo ao controle, Latex (80,75% esporulados, 80% n&o esporulados), papaina
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(47,17% esporulados, 70% ndo esporulados) e latex desnaturado (57,36% esporulado, 50% nao
esporulados), dos quais se destaca o realizado com solucéo de latex, conforme mostrado na
Figura 12. Apesar da grande porcentagem de reducdo no nimero de oocistos em relacdo ao
controle, apenas os oocistos esporulados sofreram uma reducdo estatisticamente relevante.
Onde foram realizados o teste de Tukey (p < 0,01) e o teste t (p < 0,05) (testes estatisticos),
sendo que ambos encontraram diferenca relevante entre o controle e cada uma das solucdes

tratamento.

Figura 12 - Percentual de reducdo do nimero de oocistos de Eimeria bovis, em relacdo ao
controle, para os tratamentos com latex de mamoeiro, papaina pura e latex de mamoeiro
desnaturado, a 30% durante 48 horas.
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Fonte: Do autor (2023).

Além disso, foram realizados outros dois testes, um com solucgdes tratamento com 10%
(m/V) de concentracgéo (latex, latex desnaturado e papaina pura) e com tempo de incubacao de
apenas 24 horas e outro com solucdes a 25% (m/V) e incubagdo de 48 horas. Estes testes
apresentaram resultados equivocados, pois 0 numero de oocistos contados nas solucdes
tratamento apos a incubagdo se apresentou maior que a quantidade obtida no controle, o que
caracteriza um erro experimental ja que a quantidade encontrada nos tratamentos deve ser
menor que ou igual a do controle. A Figura 13 representa o estado final de alguns oocistos que

sofreram digestdo apos o tempo de tratamento em algumas solugdes.
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Figura 13 - Exemplos de oocistos de E. bovis apds sofrerem digestao pelas solucdes tratamento.
Estando em latex de mamoeiro 10% (1), latex de mamoeiro desnaturado 15% (lI1), papaina pura
30% (I11) e latex de mamoeiro desnaturado 25% (1V).

Fonte: Do autor (2023).

6. DISCUSSAO

Os tratamentos utilizados nos testes tiveram como objetivo testar a agdo do latex e da
papaina isolada sobre os oocistos de E. bovis, sendo o tratamento com latex desnaturado
utilizado para verificar se outras substancias presentes no latex, além da papaina e de outras
enzimas, também apresentam acdo de digestdo sobre os oocistos.

Os testes realizados com as solugdes tratamento a concentracao de 10% e 15%, apesar
da porcentagem de reducgdo apresentada no numero de oocistos em relacdo ao controle, ndo
caracterizaram diferenca estatisticamente relevante, provavelmente devido ao grande desvio
padrdo apresentado. Apesar disso, em ambos o0s testes foi possivel notar que os oocistos nao
esporulados sofreram uma maior acdo de degradacdo em todos os trés tratamentos. Ja o teste
realizado a 30%, apresentou grandes porcentagens de reducdo, porém apenas 0S 00CiStos
esporulados sofreram uma variacdo estatisticamente relevante, o que foi observado em todos
0s tratamentos desse teste, mesmo com 0s oocistos ndo esporulados apresentando uma maior

porcentagem de reducdo do que os esporulados na solucdo de papaina.
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Ao se comparar os graficos das diferentes concentrac@es dos tratamentos (Figuras 5.6,
5.7 e 5.8), podemos notar que em todos os testes realizados o tratamento a base de papaina pura
teve maior acdo sobre 0s oocistos ndo esporulados. Os tratamentos a base de latex e de latex
desnaturado, também agiram de forma semelhante, atuando com maior eficacia sobre 0s
oocistos ndo esporulados quando em solugbes mais diluidas, 10% e 15%, porém na
concentragdo mais elevada, a 30%, ambos apresentaram maior acdo sobre 0s oocistos
esporulados.

O latex de mamoeiro possui, além de grande quantidade de enzimas, vérias substancias
ndo proteicas como acidos graxos, alcoois terpénicos, esterdis e pequenas cadeias de poli-
isopreno ligadas a fosfolipidios (BAROUH et al.; 2010). Ao desnaturar o latex, suas enzimas
sdo inativadas, ndo sendo mais capazes de atuar na digestdo da membrana externa dos oocistos.
Porém, foi observado que o latex desnaturado agiu sobre os oocistos, reduzindo a quantidade
destes em relacdo ao controle, logo evidencia-se que a a¢do do latex desnaturado sobre 0s
oocistos foi exercida por seus componentes de natureza nao proteica. Outro fato que corrobora
com essa hipotese é que o latex apresentou, na maioria dos testes realizados, maior atividade
sobre os oocistos quando comparado a papaina isolada, o que seria resultado de uma acgéo
combinada entre as enzimas e 0s componentes ndo proteicos.

Até o presente momento ainda ndo ha estudos publicados sobre a acdo do latex de
mamoeiro e da papaina sobre oocistos de Eimeria spp., porém acredita-se que 0 mecanismo de
acdo da papaina seja semelhante ao de outras proteases, como a bromelina. Segundo Cedric et
al. (2018), o extrato de bromelina pode inibir a esporulacédo dos oocistos por meio da inativacédo
de enzimas enddgenas que atuam no processo de esporulacdo. Esses extratos também podem
penetrar a camada externa dos oocistos e destruir componentes intracelulares, culminando no
amolecimento e na danificacdo da massa citoplasmatica central (ABBAS et al.; 2019). Além
disso, Daiba et al. (2022) notaram que o extrato de bromelina também é capaz de causar o
amolecimento da parede que envolve os oocistos, facilitando seu rompimento.

Atualmente, a coccidiose é tratada por meio do uso de substancias anticoccidanas, que
sdo administradas por via oral ou por meio de racdo e adgua. Tais drogas incluem toltrazuril,
diclazuril, amprolio, decoquinato e sulfonamida (ODDEN et al.; 2019). Porém, devido ao uso
feito de forma incorreta e excessiva de tais substancias levou ao surgimento de cepas resistentes
de Eimeria spp. (HEMA et al.;2015). Ha também a crescente preocupacdo do mercado
consumidor quanto a possivel presenca de residuos desses medicamentos no leite e na carne

que sdo consumidos. Esse acumulado de fatos negativos acabou por estimular o uso de extratos



26

vegetais para o desenvolvimento de novos medicamentos, pois estes sao tidos como naturais e
sustentaveis (DAIBA et al.; 2022).

7. CONSIDERACOES FINAIS

Atraveés desse trabalho foi possivel concluir que a solucéo de latex de mamoeiro (C.
papaya) e de papaina pura sdo capazes de agir sobre a membrana externa dos oocistos
esporulados e ndo esporulados de E. bovis, interrompendo seu ciclo de vida. Sugere-se também
que a acdo do latex sobre 0s oocistos ndo se da somente por meio de suas enzimas, mas também
por outros componentes, como mostrado por meio do teste com latex desnaturado.

Extratos vegetais, como o latex de mamoeiro, apresentam grandes perspectivas para
usos futuros, visto que sdo compostos naturais e sustentaveis, além de apresentarem uma
possivel vantagem econdmica, permitindo o desenvolvimento de medicamentos com baixo

custo para o produtor rural.
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