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RESUMO

A listeriose € uma doenca infecciosa, transmitida por alimentos contaminados
pela bactéria Listeria monocytogenes, que pode causar abortos e
miningoencefalite em animais e seres humanos. Antibiéticos nem sempre séo
efetivos no controle da doenca, de forma que o uso de imunoterapéuticos
torna-se uma estratégia interessante para combate a doenga. A lectina Conbr,
por exemplo, extraida das sementes da leguminosa Canavalia brasiliensis
(feijdo-bravo-do-Ceard) possui atividades imunomoduladora, antimicrobiana e
cicatrizante ja reportadas na literatura. Diante disso, objetivou-se, com este
trabalho, avaliar o potencial da lectina ConBr como imunoterapéutico no
controle da infeccdo causada pela L. monocytogenes. Para tanto, foram
realizados testes in vitro com cultura de macrofagos tratados com a lectina e
infectados por L. monocytogenes a fim de avaliar: citotoxicidade da lectina
(ConBr); quantificar bactérias intracelulares e sobrevivéncia de macréfagos
mediante a infeccdo. Também foram realizados ensaios in vivo, de forma a
investigar a influéncia da lectina ConBr na depuracédo de L. monocytogenes do
figado e baco e quantificacdo dos leucdcitos presentes no sangue dos animais
experimentais. Os resultados demonstraram que a lectina produziu um
estimulo anti-inflamatério nos animais que foi negativo para a eliminacdo da
bactéria L. monocytogenes, bem como reduziu o numero de leucécitos totais
quando comparado ao grupo controle. Concluiu-se que, apesar da lectina
ConBr nédo ter contribuido no controle da infeccdo por L. monocytogenes, ha
potencial para o controle de processos inflamatérios derivados de infecces
sistémicas.

Palavras chave: ConBr, Listeriose, imunoterapéutico



ABSTRACT

Listeriosis is an infectious disease transmitted by food contaminated with the
bacterium Listeria monocytogenes, which can cause miscarriages and
miningoencephalitis in animals and humans. Antibiotics are not always effective
in controlling the disease, so the use of immunotherapeutics becomes an
interesting strategy to combat the disease. Conbr lectin, for example, extracted
from the seeds of the Canavalia brasiliensis (Brave-Fava beans) has
immunomodulatory, antimicrobial and cicatrizant activities already reported in
the literature. The objective of this study was to evaluate the potential of the
ConBr lectin as an immunotherapeutic in the control of L. monocytogenes
infection. For this, in vitro tests with culture of macrophages treated with the
lectin and infected by L. monocytogenes were carried out in order to evaluate:
lectin cytotoxicity (ConBr); quantify intracellular bacteria and survival of
macrophages through infection. In vivo assays were also performed to
investigate the influence of ConBr lectin on the clearance of L. monocytogenes
from the liver and spleen and quantification of leukocytes present in the blood of
experimental animals. The results showed that the lectin produced an anti-
inflammatory stimulus in the animals that was negative for the elimination of the
L. monocytogenes bacterium, as well as reduced the total leukocyte count when
compared to the control group. It was concluded that, although ConBr lectin did
not contribute to the control of L. monocytogenes infection, there is potential for
the control of inflammatory processes derived from systemic infections.

Key words: ConBr, Listeriosis, immunotherapeutic
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1. INTRODUCAO

Durante séculos, as doencas infecciosas permanecem entre as
principais causas de morte e deficiéncia em todo o mundo. Grande énfase é
dada para essas doencas, devido as propriedades evolutivas associadas ao
elevado potencial de mutacdo dos microrganismos patogénicos. As infeccbes
bacterianas sdo consideradas um problema a salde humana, em particular
aquelas de origem alimentar. Segundo o Ministério da Saude, existem mais de
250 tipos de doencgas transmitidas por alimentos (DTA), tendo importante causa
de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Seus sintomas vado desde
nauseas, diarreia e alteracfes extra intestinais, atingindo 6rgdos como rins,

figado, baco, dentre outros.

7

A listeriose € uma infeccdo bacteriana causada pela ingestdao de
alimentos contaminados pela bactéria Listeria monocytogenes, tais como peixe
cru, frango mal cozido, alguns queijos e vegetais mal higienizados. Embora os
surtos de listeriose sejam relativamente raros (0,1 a 10 casos por ano por
milhdo de pessoas, dependendo do pais e regido), essa infeccdo representa
importante risco a saude publica devido a alta taxa de mortalidade. Gestantes,
idosos, recém-nascidos e pacientes imunocomprometidos sdo considerados
grupos de alto risco com mortalidade de 20 a 30%. Seu mecanismo de infeccdo
é silencioso e L. monocytogenes consegue invadir, sobreviver e reproduzir-se

dentro de células sem ativar uma resposta do sistema imunologico.

A pesquisa e o desenvolvimento de novas moléculas para serem
utilizadas no controle de infec¢des tém crescido muito nos ultimos anos. O uso
de produtos naturais como adjuntos terapéuticos vem despertando o interesse
da comunidade cientifica. Em meio a essas moléculas bioativas, as lectinas
vegetais expressam uma grande capacidade imunomoduladora. A Conbr,
lectina extraida das sementes da leguminosa Canavalia brasiliensis, €
caracterizada pela sua afinidade aos carboidratos D- glucose / D-manose
(MOREIRA, 1984). Devido a essa interacdo, desempenham diversos efeitos

biologicos, tais como: atividades imunomoduladora, antimicrobiana e
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cicatrizante (SILVA, 2009). No presente estudo, modelos de infeccdo com
Listeria  monocytogenes, in vitro e in vivo, sédo utilizados para avaliar a

influéncia de ConBr no controle da infecgao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lectinas vegetais

Na natureza, as lectinas encontram-se distribuidas em diversos
organismos vivos. NoOs vegetais, essas moléculas estdo presentes nos
cotilédones e endospermas das sementes. A principal fonte sdo as sementes
de leguminosas, correspondendo a cerca de 2 a 10% do total de proteina das
sementes (DIAZ et al., 1999). Podem ainda ser isoladas, em menor quantidade,
da folha, grédo de pdlen, raizes, frutos, cascas, rizomas e caule (ARLETE et al.,
2009)

O termo “lectina” tem origem do latim “legere” que significa “para
selecionar” e foi proposto por William Boyd em 1954, sendo definidas como
proteinas de origem nao imunolégica, ou seja, ndo sao produtos da resposta
imune (VAN DAMME et al., 2008; LAN e NG, 2011). Essas promovem ligacdes
de reconhecimento com fundamental importancia em processos biolégicos,
como infeccdes virais e bacterianas. Tais proteinas integram parte de um grupo
de moléculas estruturalmente heterogéneo que € capaz de reconhecer sitios
especificos, ligar-se reversivelmente a compostos contendo carboidratos e
aglutinar células e glicoconjugados, sem induzir qualquer modificacdo quimica.
(GOLDSTEIN et al., 1980).

Os estudos sobre lectinas tiveram inicio no século XIX, com a
descoberta de que alguns extratos de plantas eram toxicos para homens e
animais, quando Bruylants e Vennerman em 1884 analisaram a toxicidade da
semente de Abrus precatorius (MOREIRA et al., 1990). Em seguida, outros
pesquisadores deram inicio a uma série de pesquisas a fim de identificar o
potencial dessas proteinas. Em 1888, Hermam Stillmark observou que extratos

do feijdo castor (Ricinus communis) promoviam a aglutinacdo de células
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vermelhas do sangue (atividade hemaglutinante) ampliando assim os estudos e

aplicacOes dessas proteinas (GABOR et al., 2001).

As lectinas de leguminosas sado as mais estudadas e caracterizadas até
0 momento quanto as diversas atividades biolégicas (BARBOSA et al., 2001).
Dentre elas, incluem-se aglutinacédo celular, apoptose, inibicdo do crescimento
celular, atividade imunomoduladora, antifungica, antiviral e inseticida (LIMA,
2007; PENG et al.,, 2009). O uso de lectinas oferece diversas vantagens,
levando em conta sua alta estabilidade e suas distintas especificidades,
possibilitando assim sua aplicacdo como ferramenta para preparativos em

bioguimica, biologia celular, imunologia e areas afins (SHARON & LIS, 2004).
2.1.1 A lectina da Canavalia brasiliensis (ConBr)

As leguminosas do género Canavalia, possuem aproximadamente 70
espécies de origem tropical, incluindo a Canavalia brasiliensis, uma trepadeira
que apresenta folhas alternadas e trifioladas, com flores de coloracdo roxa e
pétalas bem perfumadas. Popularmente conhecida no Brasil como feijao bravo-
do- Ceara (GUEDES et al.,2009), C. brasiliensis apresenta distribuicdo
geografica bastante ampla e, devido a capacidade de tolerar periodos de
estiagem, esta presente no cerrado brasileiro, no México, Caribe, Paraguai e
Argentina (SAUER, 1964).

Figura 1- Viséo geral da C. brasiliensis

Fonte:http://floradobrasil.jbrj.gov.br Acesso em: 20/10/2017
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A lectina ConBr, extraida e isolada da C. brasiliensis, € caracterizada
pela sua afinidade aos carboidratos D-glucose/ D-manose (MOREIRA, 1990).
Tal afinidade favorece a interacdo com o revestimento de carboidratos
complexados a proteinas (glicoproteinas) e lipidios (glicolipideos) presentes em
varias células. A partir do conhecimento dessa interacdo, diversos efeitos
bioldgicos séo atribuidos a essa lectina, dentre as atividades imunoduladora,
antimicrobiana, cicatrizante (SILVA, 2009), neuroprotetora (RUSSI et al., 2012)
ativacdo in vivo de linfoécitos T e inducdo de apoptose celular (BARBOSA et
al.,2001) e reducao da glicemia sanguinea (MESQUITA et al., 2005).

2.2 Listeria monocytogenes

Pertencente a familia Listeriaceae, a bactéria Listeria monocytogenes &
amplamente distribuida em diversos ambientes como amostras de plantas,
solo, agua doce, agua salgada, esgoto, vegetais em decomposicdo, po
ambiental, além de alimentos crus e de origem animal (KONEMAN et. al.,
2001). A primeira descricdo L. monocytogenes foi em 1926, quando Murray e
seus colaboradores isolaram uma bactéria Gram-positiva em forma de
bastonete ndo esporulante, causadora de um surto epizo6tico em coelhos e
cobaias. ApoOs observar que tal bactéria infectava os mondcitos, 0s
pesquisadores a denominaram de Bacterium monocytogenes. Alguns anos
mais tarde, Pirie isolou a bactéria a partir de um roedor selvagem no Norte da
Africa e nomeou-a de Listerella hepatolytica (em homenagem a Lord Lister).
Por fim, em 1940, chegou-se a conclusdo que Bacterium monocytogenes e
Listerella hepatolytica eram o mesmo microrganismo, adaptando-se, entdo, a
designacgéao de Listeria monocytogenes (RYSER & MARTH, 2007).

L. monocytogenes é caracterizada por ser um bacilo curto, anaerdbio
facultativo, ndo formador de capsulas e esporos (CRUZ et al. 2008), cujas
dimensdes variam entre 0,5 e 2 um de comprimento e 0,5 pm de diametro
(Ryser & Marth, 2007). A cinética de crescimento desse microrganismo €
dependente da interacdo de fatores extrinsecos, tais como: temperatura e pH.
Com relacédo a temperatura, L. monocytogenes cresce em faixas que variam
entre 1 e 45 °C, tendo uma temperatura 6tima de crescimento de 30 a 37°C
(SEELIGER e JONES, 1987). Uma influéncia direta da temperatura sobre
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L. monocytogenes € em relacdo com a mobilidade desse micro-organismo.
Quando em faixa de temperatura estreita de 20 a 25 °C, L. monocytogenes
possui flagelos peritricos, que |he ddo uma caracteristica de mobilidade.
Porém, a formacdo dos flagelos é reduzida a uma temperatura de 37 °C
(SEELIGER e JONES, 1987; FARBER E PETERKIN, 1991).

Como muitas outras bactérias, L. monocytogenes tem crescimento 6timo
a um pH proximo da neutralidade. Na auséncia de outros fatores limitantes de
crescimento, as populacées conseguem crescer em ambientes entre 5,6 e 8,0
(RYSER & MARTH, 2007). Aparentemente, as células de L. monocytogenes
recuperam-se melhor do stress provocado por um meio alcalino do que por um
meio &cido ou por um choque osmdtico, que provocam alteracdes importantes
nos seus parametros de crescimento. Os limites minimos de pH que permitem
0 crescimento dessa bactéria também dependem do tipo de acido (PINTADO,
2009). A taxa de crescimento de L. monocytogenes na presenca de acidos
organicos varia consideravelmente com o tipo, concentracdo do &cido e com o
pH do meio (BUCHANANA et al., 1994). As peculiaridades supracitadas séo
caracteristicas que habilitam L. monocytogenes a crescerem em ambientes
variados (FARBER e PETERKIN, 2000).

L. monocytogenes € classificada como bactéria oportunista, pois a
possibilidade de causar patogenicidade em seres humanos depende,
principalmente, das condicfes imunoldgicas dos individuos afetados (CRUZ et
al., 2008).

Como muitas outras bactérias, L. monocytogenes tem crescimento 6timo
a um pH proximo da neutralidade. Na auséncia de outros fatores limitantes de
crescimento, as populacdes conseguem crescer em ambientes entre 5,6 e
8,0 (RYSER & MARTH, 2007). Aparentemente, as células de Listeria
monocytogenes recuperam-se melhor do stress provocado por um meio
alcalino do que por um meio acido ou por um choque osmotico, que provocam
alteracbdes importantes nos seus parametros de crescimento. Os limites
minimos de pH que permitem o crescimento dessa bactéria também dependem
do tipo de é&cido (PINTADO, 2009). A taxa de crescimento delL.
monocytogenes na presenca de 4cidos organicos varia consideravelmente com

o tipo, concentracdo do acido e com o pH do meio (BUCHANANA et
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al., 1993). As peculiaridades supracitadas, séo caracteristicas que habilitam L.
monocytogenes a crescer em ambientes variados (FARBER e PETERKIN,
2000).

2.2.1 Listeriose

A causa mais comum de infeccdo por L. monocytogenes é de origem
alimentar, denominada listeriose. A doenca € esporadica e observada durante
todo o ano, com pico de ocorréncia nos meses mais quentes (MURRAY,
2000). A L. monocytogenes é o agente patogénico mais recente causador de
surtos que marcaram a humanidade (RYSER & MARTH, 2007). Embora L.
monocytogenes tenha sido reconhecida como um patégeno humano na década
de 1920, o primeiro surto de listeriose de origem alimentar s6 foi reconhecido
no inicio dos anos 80 (JACKSON 2016).

A infec¢do provocada por L. monocytogenes depende principalmente do
estado imunitario do hospedeiro, da viruléncia da estirpe e da quantidade de
células bacterianas ingeridas (DELGADO, 2008). Dessa forma, é capaz de
infectar todos os grupos populacionais humanos, porém, problemas mais
graves sao relatados em mulheres gravidas, recém-nascidos, idosos e
individuos imunossuprimidos (RAMASWAMY, 2007).

A listeriose pode acometer humanos e animais. Sua forma associada a
animais, especialmente em ruminantes, manifestam-se clinicamente como
encefalite ou como infeccao uterina (e consequente aborto) (NIGHTINGALE et
al., 2004, 2005). Em seres humanos, L. monocytogenes apresenta tropismo
pelo sistema nervoso e atravessa a barreira hemato-encefalica, podendo

causar meningite e encefalite (HOF et al., 1997).

Existem dois tipos de listeriose causadas por L. monocytogenes: a nao
invasiva e a invasiva. Diferente das infec¢bes alimentares causadas por outros
patogenos, a listeriose invasiva ndo causa sintomas gastrointestinais em
humanos. Isso porque, quando séo ingeridas, L. monocytogenes migram para

o intestino onde realizam a colonizagdo. Posteriormente, essas bactérias sdo
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fagocitadas por macréfagos, multiplicando-se e espalham-se pelo organismo
(KATHARIOU, 2002). Assim, L. monocytogenes fica protegida dos mecanismos
de defesa do hospedeiro, o que limita a terapia com drogas (HOF, 2006). As
manifestacbes clinicas da listeriose em adultos sdo decorrentes,
principalmente, de infecgbes no sistema nervoso central (SNC) como meningite
e encefalite, além de outras infec¢cdes como endocardite, peritonite, pneumonia
e ostiomielite (FARBER & PERTEKIN, 1991).

Em gestantes os sintomas da listeriose invasiva apresentam-se como
um quadro gripal. A infeccdo pode ser transmitida da mée para o feto, via
placentéria capaz de provocar aborto no final do segundo trimestre ou
ocasionar sequelas para o nascituro (KETO-TIMONEN, 2008). Segundo o
Centro de Doencas Controle e Prevencao (2011), as gestantes fazem parte do
segundo grupo mais suscetivel de contrair a listeriose, correspondendo a cerca
de 17%. Individuos com condi¢cdes imunossupressoras, como portadores do
virus HIV, malignidades tratadas com quimioterapia, diabetes mellitus e
insuficiéncia renal, aumentam o risco da listeriose invasiva a 69% (CDC, 2011;
SKOGBERG, 1992).

Sobre a forma nao invasiva, ha a ocorréncia via fecal-oral pela ingestéao
de alimentos contaminados. Esta, resulta em gastroenterite febril acompanhada
de vOmitos e diarreia (CRUZ 2008, JACKSON 2016). Embora a listeriose
acometa principalmente individuos imunossuprimidos, nos anos 90, uma nova
forma da infeccdo ndo invasiva foi detectada em pessoas saudaveis,

resultando em sintomas gastrointestinais suaves (CRUZ, 2008).

2.2.3 Modelo de infeccao

A patogenia de L. monocytogenes resulta da capacidade de invadir,
sobreviver e reproduzir dentro de células de tecido animal, incluindo células
nao fagociticas e glébulos branco (LECUIT, 2007). Quando realizam a invasao
celular, L. monocytogenes multiplicam-se dentro da célula hospedeira evitando
uma resposta do sistema imune humoral, escapando também da resposta
imune celular por dispersar através da passagem célula-célula (VAZQUEZ,
2001). Devido a esse mecanismo, o aparecimento dos sintomas € tardio
dificultando o diagndstico.
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Apds a ingestao, inicia-se a colonizacéo no trato gastrointestinal. Esta se
da pela penetracdo através da superficie basolateral de células epiteliais
intestinais ou invasdo das placas de Payer, através das células M.
Posteriormente, ha o deslocamento a partir dos linfonodos mesentéricos para
baco e figado (CRUZ, 2008; LECUIT, 2007).

O ciclo de infecgéo se inicia com a adeséo da bactéria na superficie da
célula eucaridtica. Em seguida, ocorre a penetragcdo por meio do mecanismo de
fagocitose ou, no caso de células ndo-fagociticas, pela interacdo de moléculas
ligantes presentes na superficie da bactéria. Essas moléculas sao as
internalinas A e B (InlA e InIB), que desempenham um papel importante na
ligagdo com receptores encontrados na superficie da célula do hospedeiro
(CRUZ 2008; MENGAUD et al., 1996).

Dessa forma, a bactéria € internalizada pela célula, sendo inicialmente
envolvida por um vacuolo. Pouco tempo depois, através de fosfolipazes e
hemolisina, a L. monocytogenes inicia 0 processo de ruptura da membrana
fagossémica (GLOMSKI et al., 2002), impedindo que o fagossomo fusione com
o lisossomo para poder estabelecer o seu ciclo de infeccdo (CRUZ, 2008). No
citoplasma, as bactérias se multiplicam passando a utilizar glicose -1-fosfato
para se replicar eficientemente (GLOMSKI et. al., 2002) A L. monocytogenes é
capaz de expressar varios fatores de viruléncia, dentre eles, a proteina ActA,
que é encontrada na superficie da bactéria assim que elas escapam do
fagossomo. Essas proteinas migram para um dos polos, dando origem a
‘cauda” de até 40 ym de comprimento, que permite a propulsdo da bactéria
(KOCKS et al., 1992). A movimentagéo favorece a difusdo da bactéria célula-
célula, sem ficar exposta a defesas extracelular do hospedeiro (VASQUEZ-
BOLAND et al., 2001).

2.3 Resposta imunologica

Frequentemente o sistema imunologico estd exposto a interacdes
complexas com diversos patdégenos. Visando a defesa do hospedeiro, as
respostas imunolégicas desenvolvem-se numa sequéncia de etapas

especificas envolvendo moléculas, células e 6rgdos (ABBAS,2011).
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A primeira linha de defesa do organismo envolve a imunidade inata,
caracterizada por resposta rapida a infecgdo, eliminando os microrganismos
que invadem o hospedeiro (ABBAS, 2008). Os componentes do sistema
imunologico natural incluem barreiras fisicas, quimicas, biologicas, moléculas
soluveis, e células efetoras como neutréfilos, macréfagos, células dendriticas,
células natural killer (NK), basofilos, mastocitos e eosinéfilos (ABBAS, 2008;
MURRAY, 2000; CRUVINEL, 2010). A imunidade inata esta presente em todos
os individuos, independente de contato prévio com antigenos, e ndo se altera
qualitativa ou quantitativamente apds o contato (CRUVINEL, 2010). A ativacao
da resposta imune inata se d& pelo reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPS), que sdo moléculas comumente encontradas
na superficie de microrganismos, por receptores de reconhecimento padrdo
(PRR) encontrados na superficie de células (MEDZHITO et al., 1997).

Os neutrdfilos sdo os leucoécitos mais abundantes no sangue periférico,
tendo papel importante na fase inicial da reacdo inflamatéria (CRUVINEL,
2010). Devido a presenca de substancias bactericidas como: espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio e enzimas proteoliticas sdo capazes de eliminar os
microrganismos. (ALVES-FILHO et al., 2005; ALVES-FILHO et al., 2008) . Os
neutréfilos promovem a liberagcdo de quimiocinas e citocinas ativando outros
neutréfilos e aumentam o recrutamento de células do sistema imune para o
sitio de infec¢do (DINARELLO, 2009).

As células do sistema dos fagdcitos mononucleares originam-se na
medula 6ssea, percorrem no sangue e podem ser ativadas em diversos tecidos
(ABBAS, 2008). A primeira célula a entrar no sangue periférico é chamada de
monacito, estes constituem cerca de 3-8 % dos leucdcitos, tém 10 a 15 um de
didmetro e quando migram para os tecidos, essas células maturam e tornam-se
macrofagos, dessa forma sdo capazes de fagocitar 0s microrganismos
(ABBAS, 2008; CRUVINEL, 2010). Responsaveis por fagocitar elementos
estranhos e secretar citocinas, também atuam como células apresentadoras de
antigenos (APCs), para ativagéo de linfécitos T e B. Sdo capazes de responder
tdo rapidamente quanto os neutrofilos, contudo permanecem por mais tempo
no local da inflamacéo, pois sdo capazes de sofrer divisbes celulares no sitio
de inflamacgao (ABBAS, 2008; CRUNIVEL, 2010).
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As células dendriticas apresentam longas proje¢cdes membranosas que
facilitam o mecanismo de fagocitose. S&o responsaveis por capturar e
apresentar antigenos aos linfocitos T, desempenhando papel importante por
conectar elementos da resposta inata para a resposta adquirida (ABBAS, 2008;
CRUVINEL, 2010). As células natural killer (NK), constituem cerca de 5% a
20% das células mononucleares do sangue (ABBAS,2008). Morfologicamente
apresentam tamanho maior que os linfécitos T e B, atuando de forma diferente
das células da imunidade adaptativa por reagir rapidamente contra virus e
bactérias (JOBIM, 2008). S&o capazes de reconhecer e exterminar células
infectadas, além de secretar citocinas inflamatérias e ativar macrofagos através
da produgao de interferon y ( IFN-y ) ( ABBAS, 2008)

Quando a resposta inata ndo eficiente para conter a infeccéo,
mecanismos especificos sdo desencadeados contra 0 invasor por meio
imunidade adquirida, que depende da ativacdo de células especializadas (0s
linfécitos) e moléculas sollveis produzidas por linfocitos. Possui caracteristica
de produzir memdria imunoldgica especifica, resposta especializada e
tolerancia aos componentes proprios do organismo, que € mediada pela
presenca, principalmente, de linfécitos e células apresentadoras de antigenos
(APC) (DELVES, 2000).

2.3.2 Resposta imunoldgica contra infec¢cdes bacterianas

Doencas infecciosas podem ser causadas por virus, fungos, bactérias,
protozoarios e prions (BRASIL, 2010). Nas ultimas décadas, as infeccBes
bacterianas tém se destacado devido ao elevado potencial de mutacao
genética que as bactérias apresentam, dessa forma podem evoluir para
infec¢Bes sistémicas induzindo respostas inflamatorias (FAUCI et al.,, 2001)
(OPAL, 2003).

Os receptores de reconhecimento de padrédo (PRR) fazem parte da
resposta imune inata e sdo 0s primeiros componentes a detectar a invasao no
hospedeiro por patégenos (KAWAI, 2010). Os PRRs sao capazes de
reconhecer os padrées moleculares associados ao patégeno (PAMPS) e os

padrées moleculares associados ao dano (DAMPS) induzindo assim a ativacao
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e recrutamento de células do sistema imune inato e a produgéo de citocinas
pro-inflamatérias, tais como Interleucina-1p (IL-1B), TNF-a e Interferon-gama
(IFN-y) (JONG et al., 2010). As primeiras células a serem recrutadas para o
local da infeccdo sédo os neutrofilos. Fagoécitos infectados secretam IL-12 que
agem sobre células NK que, uma vez ativas, secretam IFN-y para ativagao de
macréfagos e células dendriticas (RUBY et al.,, 2012). Macréfagos secretam
mediadores da inflamacdo, como TNF, IL-1, IL-6, IL-8 e éxido nitrico, que
trabalham em conjunto ou independentemente, para estimular respostas

imunes especifica e ndo-especifica contra a invasdo (FRACASSO, 2008).

Apesar da importancia da resposta imune inata, a resposta imunolégica
mediada por células é a principal protetora contra bactérias intracelulares,
especialmente células T CD4 (JORENS et al., 1995). A penetracdo no
macrofago constitui um mecanismo de escape do patégeno. Uma vez no
interior dos macrofagos, as bactérias intracelulares estimulam tanto as células
TCD4+ através da expressao de antigenos associados ao complexo de
histocompatibilidade maior (MHC) de classe Il, como também células TCD8+
através da expressao de antigenos associados a moléculas do MHC de classe
| (JANEWAY, 2001). As células TCD4+ se diferenciam em linfécitos do fenétipo
Thl, sob a influéncia de IL-12 produzida por fagécitos infectados e, em
seguida, expressam ligante CD40 e secretam INF-y, que ativam os macrofagos
aumentando a producdo de Oxido nitrico e enzimas lisossémicas, ja as células
TCD8+ participam do mecanismo de defesa através da citotoxicidade,
destruindo os macroéfagos infectados (JORENS et al., 1995; ABBAS et al 2008;
JANEWAY, 2001).

3. OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar a atividade imunomoduladora da lectina de Canavalia brasiliensis

(ConBr) em modelos de infeccdo experimental por Listeria monocytogenes.
Objetivos especificos

a) Avaliar a citotoxidade da lectina em cultura de macrofagos.
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b) Avaliar a depuracéo bacteriana intracelular em macrofagos tratados com

ConBr e infectados por L. monocytogenes.

c) Estabelecer a dosagem de inéculo de uma cepa de L. monocytogenes
adequado para produzir infeccdo sistémica sub-letal em camundongos

Swiss.

d) Investigar a influéncia da lectina ConBr na depuracdo de L.

monocytogenes do figado e bac¢o dos animais infectados.

e) Quantificar leucécitos presentes no sangue dos animais experimentais
tratados com a lectina ConBr e controle, desafiados com L.

monocytogenes.

4. MATERIAL E METODOS

Todos o0s ensaios que envolveram experimentagdo animal foram
conduzidos de acordo com as normas do Comité de Etica Experimental Animal
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, em concordancia com
procedimentos adotados internacionalmente (N° da Licenca: 056/2016 -
UFRPE).

4.1 Obtencao das proteinas de Canavalia brasilienses

A lectina extraida das sementes da C. brasiliensis, foi gentilmente cedida
pelo Prof. Dr. Marcio Viana Ramos. Todo procedimento de extracdo foi
realizado no Laboratorio de Bioquimica Vegetal (Universidade Federal do
Ceard - Fortaleza) a lectina foi obtida seguindo a metodologia descrita por
Moreira; Cavada (1984) e Oliveira et. al (1991)

4.2 O micro-organismo

Foi utilizada uma cepa de L. monocytogenes isoladas de casos clinicos,
cedidas pela pesquisadora Dra. Nilma Cintra Leal do Instituto Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ, Recife —PE. As bactérias foram mantidas a -18 °C em meio de
cultura Brain Heart Infusion (BHI) contendo 50% de glicerol.
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Para os ensaios, as bactérias foram incubadas overnight em caldo (BHI), e
as culturas foram ajustadas em espectrofotdmetro de leitura de densidade

6ptica para 0,5 a 630 nm (108 cél./mL).

4.3 Os animais

Camundongos Swiss fémeas foram obtidos do Biotério do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco.
Pesavam entre 28 e 35 gramas e foram mantidos em gaiolas com iluminacéo
controlada, temperatura de 25 °C, com livre acesso a agua e racao comercial.
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e

Imunologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

4.4 Obtencao de macroéfagos

Culturas primarias de macrofagos peritoneais foram obtidos de
camundongos Swiss sob condicbes assépticas através da lavagem na
cavidade peritoneal, utilizando 5 mL de RPMI suplementado de 100 pg/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina pré-aquecido a 37 °C. Uma aliquota
do fluido peritoneal obtido foi corada com azul de trypan (0,4%) na proporcao
1:1 e posterior quantificacgdo em camera de Neubauer, com auxilio de
microscopio 6ptico ajustando a quantidade de células para conter 1x10° cél/mL.
0,2mL de células foram semeadas em placas de poliestireno de 96 pocos, em
triplicata, e incubadas overnight em incubadora de CO, para aderéncia dos
macréfagos. Para o ensaio de citotoxicidade as células foram expostas a
diferentes concentracbes de lectinas. Nos testes de viabilidade celular e
quantificacdo de bactérias intracelulares os grupos experimentais receberam o
tratamento com a lectina ConBr durante 24 horas nas concentragbes de
lpg/mL e 10pg/mL e posterior infecgdo com L. monocytogenes na
concentracdo de 2x10° cél/mL por 4 horas, seguido de adicdo de gentamicina
(100ug/mL) por 1 hora.
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4.5 Viabilidade de macrofagos

A sobrevivéncia dos macrofagos no ensaio de citotoxidade e tratamento
com lectina e posterior infec¢do por L.monocytogenes foi mensurada de acordo
com protocolo utilizando solucdo de resazurina. Foi adicionado em cada poco
20 microlitros de resazurina (0,15mg/mL) em PBS estéril, sendo as placas
incubadas por 2h/ 37 °C. ApoOs esse tempo, a fluorescéncia produzida foi
analisada em leitora de microplaca (570nm e 600nm). Os resultados foram
expressos em porcentagens relativas a viabilidade celular de macrofagos néo

expostas a proteina (RPMI- grupo controle).

4.6 Quantificacdo de bactérias intracelulares

Para determinar a quantidade de bactérias viaveis intracelulares foram
adicionados aos pocos 0,2mL do detergente Triton X-100 (0,5%) para lise dos
macréfagos, posteriormente as placas foram armazenadas em geladeira a
10°C por 20 minutos. Os lisados celulares foram submetidos a diluicbes
seriadas e 15 pl de cada diluicdo foram semeadas em placas de BHI por 24

horas para realizagcédo de contagem de unidades formadoras de colénias (UFC)

por poco.
4.7 Desenho experimental

Para analise in vivo da influéncia da lectina ConBr durante a infecéo por
Listeria monocytogenes, inicialmente, os camundongos (n=5) foram
submetidos ao indculo intraperitoneal com 0,2 mL de uma solucao contendo 2 x
107, 2 x 10° ou 2 x 10° UFC/mL. A sobrevivéncia dos animais foi avaliada por
um periodo de 5 dias. Durante esse tempo foi observado o comportamento dos
animais, opacidade dos olhos, ericamento do pelo, prostracdo e mortalidade. A
seguir, os animais foram submetidos a eutanasia com anestésico inalatério,

isoflurano.

Nos experimentos que se seguiram, 0s animais foram separados em 6

grupos (n=3):

G1. Grupo controle: Salina fosfatada tamponada (PBS)

G2. Grupo controle: ConBr 1 mg/kg
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G3. Grupo controle: ConBr 10 mg/kg

G4. Grupo controle: PBS + L. monocytogenes

G5. Grupo experimental 1: ConBr 1 mg/kg + L. monocytogenes
G6. Grupo experimental 2: ConBr 10 mg/kg + L. monocytogenes

Foi administrado, por via endovenosa, 0,2 ml de PBS; ou ConBr na
concentracdo de 1 e 10 mg/kg. Ap6s 1 h, os animais pertencentes aos grupos
G4, G5 e G6 foram infectados, via intraperitoneal, com 2 x 10° UFCs de Listeria
monocytogenes. Os animais foram submetidos aos procedimentos de
eutanasia 5 dias ap0s a infeccdo para coleta de amostras e realizacdo de

andlises.
4.8 Quantificacdo bacteriana nos 6rgaos alvo da infeccao

Com a finalidade de determinar a depuracédo bacteriana, bacos e figados
dos animais foram removidos assepticamente e homogeneizados em PBS, pH
7,2. As suspensfes destes 6rgaos foram submetidas a diluicbes seriadas e
uma aliquota de 0,1 ml de cada diluicdo foi plaqueada em Agar Miieller Hinton.
As placas foram incubadas numa camara de crescimento durante 24h a 37°C

para posterior quantificacdo de unidades formadoras de colonias (UFC).
4.9 Contagem total e diferencial de leucocitos

Para realizacdo da contagem total de leucécitos, 20 ul de sangue obtido
por puncdo cardiaca foi homogeneizada com 380 yL do reagente de Turk,
corante utilizado para o evidenciamento de leucdcitos. Uma aliquota desta
solucédo foi submetida a contagem em camara de Neubauer sob luz de um
microscoépio 6ptico. Para a contagem diferencial de leucdcitos, foi realizada
esfregacos de 20 ul de sangue em laminas e posterior coloracdo com eosina e
hematoxilina. Deste modo foi possivel determinar a contagem de monocitos,
granulécitos, baséfilos e eosindfilos presentes no sangue dos animais nos

grupos controle e experimentais.
4.10 Analise estatistica

A andlise estatistica entre os grupos experimentais e controle foi obtida
por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. Para
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andlises e elaboracdo dos gréficos foram realizadas no programa PRISMA

versao 5.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de lectinas tem sido uma pratica comumente utilizada em diversas
pesquisas, a fim de investigar a acdo direta dessas moléculas para fins
terapéuticos (SOUZA et al., 2013; ARANDA-SOUZA et al.,, 2014). A lectina
extraida da leguminosa Canavalia brasiliensis (ConBr), tem sido analisada
frente a diversos modelos de infeccdo tendo algumas de suas atividades
biolégicas ja descritas, como atividade imunoduladora, cicatrizante (SILVA,
2009), neuroprotetora (RUSSI et al., 2012), ativacdo in vivo de linfocitos T e
inducdo de apoptose celular (BARBOSA et al.,2001) e reducdo da glicemia
sanguinea (MESQUITA et al., 2005).

Apesar de ter demonstrado potencialidade farmacoldgica, estudos
envolvendo os efeitos imunoterapéuticos das lectinas em modelos de infeccéo
ainda sao incipientes. Batista (2016) avaliou a atividade imunomodulatéria das
lectinas ConBr e CFL em ensaios in vitro envolvendo macréfagos infectados
por Salmonella Typhimurium e observou que ambas demonstraram atividade
protetora no controle desta infeccdo. Silva (2014), em andlise de possivel acdo
antimicrobiana in vitro direta de ConBr sobre S. Typhimurium, verificou que,
nas condicdes testadas, ConBr ndo interfere no crescimento da bactéria, dessa
forma, ndo possuindo atividade bactericida.

Assim, 0 mecanismo protetor da lectina estudada ndo parece estar
diretamente relacionado a alguma acdo direta sobre 0 microrganismo.
Considerando o exposto acima, neste estudo a atividade imunomodulatéria de
ConBr foi analisada em modelos de infecgdo experimental in vitro e in vivo por

L. monocytogenes.

Nesta pesquisa, camundongos Swiss foram tratados com a lectina
ConBr e posteriormente desafiados pela L. monocytogenes via intraperitoneal.
Naturalmente, a listeriose € oriunda da ingestao de alimentos contaminados por

L. monocytogenes. Contudo, modelos de infec¢cdo provocados por indculos
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orais em camundongos produzem variagdo na taxa de translocagéo do limen
intestinal e influenciam a colonizag¢&o bacteriana nos 6rgaos alvo. Deste modo,
0 in6culo de bactérias por via intraperitoneal garante reprodutibilidade na
producdo de infeccBes sistémicas experimentais, haja vista que todos o0s
animais receberdo as mesmas concentracdes da bactéria para defrontar o

sistema imune.

Devido ao potencial farmacologico associado as lectinas, Valadares
(2006) descreve a importancia da avaliacdo da toxicidade dessas moléculas,
com o propésito de determinar a propensao de substancias causarem danos a
saude humana. O presente estudo demonstrou através de testes de andlise de
viabilidade celular que as concentragbes de 1 pg/mL e 10 pg/mL de ConBr
produziram reducdo de 18% e 41% na viabilidade dos macréfagos,

respectivamente, quando comparado ao controle sem tratamento (Fig. 2).
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Viabilidade celular de macréfagos
peritoneias infectados relativa ao controle RPM|
(%)

Figura 2 Macrogafos tratados com ConBr nas concentracdes de 1lpg/mL e
10pg/mL durante 24 horas, tendo como controle o grupo macréfagos nao
tratados. * representa diferenca estatistica significativa com p<0,05 em relacao
ao grupo RPMI.

Apesar disso e considerando dados de estudos anteriores (Batista et al.,
2016), os macrofagos peritoneais foram tratados com ConBr, 1 pg/mL e 10

pg/mL e, subsequentemente, infectados por L. monocytogenes.
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A quantificagdo de bactérias no ambiente intracelular bem como a
capacidade destes macrofagos sobreviverem a infeccdo apds tratamento com
ConBr foi investigada. Na quantificacdo, foi observado que néo houve diferenca
significativa de bactérias intracelulares quando comparados os grupos, com e

sem tratamento com ConBr, em ambas as concentragdes (Fig. 3).
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Figura 3 Quantificacdo de bactérias intracelulares em macrofagos tratados
com ConBr nas concentracfes de 1ug/mL e 10ug/mL por 24h.

Observou-se uma diminuicdo na viabilidade dos macréfagos infectados,
guando estes receberam tratamento com a ConBr 1 pg/mL e 10 pg/mL, que foi
superior aguela observada no grupo controle infectado sem tratamento (Fig. 4).
Assim, diferentemente do observado por Batista (2016), quando tratamentos de
macréfagos com ConBr protegeram contra infeccdo por S. Typhimurium, ndo

houve acao protetora contra infec¢do por L. monocytogenes.
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Figura 4 Viabilidade celular de macrofagos tratados com ConBr nas
concentracbes de 1pg/mL e 10ug/mL por 24h e infectados com L.
monocytogenes por 4h tendo como controle macréfagos néo infectados e néo

tratados. * corresponde a diferenca significativa em relacédo ao grupo controle.

No ensaio de infeccdo in vivo, foi analisado o efeito da administracao
endovenosa de ConBr em animais desafiados, via intraperitoneal, com L.
monocytogenes. Inicialmente foi realizado o teste de sobrevivéncia a fim de
observar e estabelecer a concentracédo de L. monocytogenes para producédo de
uma infeccao sub-letal, que permitisse a coleta de amostras biolégicas antes
gue os animais sucumbissem a infeccéo. Assim, foi utilizada a concentracdo de
indculo de 2x10° UFC de L. monocytogenes. Os animais que receberam 2x10’
e 2x10° UFC n&o resistiram a mais de 3 dias de infeccao.

Cinco dias ap0s a infec¢do, foi realizada a eutanasia dos animais para
quantificacdo bacteriana no baco e figado, quando foi observado que ConBr
ndo promoveu aumento na depuracdo de L. monocytogenes nesses 0Orgaos.
Ainda, foi observado que os animais néo tratados com a lectina foram capazes
de depurar completamente a bactéria do bagco e figado, sugerindo que o

tratamento com ConBr, nas concentracdes de 1 mg/kg e 10 mg/kg, de fato
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Log 4 UFC no bago

prejudicou a eliminacdo de L. monocytogenes pelo sistema imunologico (Fig.
5).

Log g UFC no figado
=y
1

L. monocytogenes L. monocytogenes

Figura 5 Contagem de bactérias no baco e figado de animais infectados por
Listeria monocytogenes e tratados com PBS, Conbr 1mg/kg e Conbr 10mg
durante o periodo de 5 dias. * Corresponde a diferenca significativa em relacdo

ao grupo controle.

Na guantificacdo de leucécitos totais, ndo houve diferenca significativa
entre grupos experimentais e controle ndo infectados. Porém, quando
comparados o0s grupos que foram estimulados com a lectina e desafiados com
L. monocytogenes com 0 grupo que ndo recebeu tratamento com a proteina,
houve reducéo significativa na contagem de leucocitos naqueles tratados com
ConBr (Fig. 6).
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Figura 6 Contagem total de leucécitos no sangue de camundongos pré-
tratados com Conbr no modelo de peritonite induzido por Listeria
monocytogenes. Os resultados foram analisados de acordo com o teste
ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. Letras diferentes representam

diferenca estatistica p<0,05.

Na contagem diferencial de leucocitos é observada uma reducdo
significativa na quantidade de linfécitos nos grupos infectados tratados com
ConBr (Tabela 1), o que sugere a indugdo de mediadores antiinflamatérios ou
regulacdo negativa de mediadores inflamatérios. Também reducdo na
contagem de neutréfilos nos tratamentos com 10mg/Kg e macréfagos nos
tratamentos com 1 mg/Kg.

Anteriormente, Andrade et al. (1999) demonstraram que a administracéo
de ConBr aumenta os niveis de Oxido nitrico e este pode induzir uma
diminuicdo da proliferacdo linfocitaria, in vivo, nos noddulos linfaticos.
Imunologicamente, os linfécitos migram para os 6rgaos linfoides secundarios
onde havera o reconhecimento dos antigenos e a ativacdo celular para

proliferacéo e diferenciacao linfocitaria.
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Contagem diferencial de leucécitos (10° células/mm?)

GRUPOS Neutrdfilo Linfocito Mondcito Eosinofilo Basdfilo

337+0,18 4,14+0,04 297x+0,12 245%0,17 2,45%0,17
L. monocytogenes

ConBrl mg +

3,24+0,06 3,76*+0,01 240*+0,19 255+0,05 1,91+0,00
L. monocytogenes

ConBrl0 mg +

3,16*+ 0,02 3,73*+0,04 266x+0,24 267%+042 0,63%+1,10
L. monocytogenes

Tabela 1. Contagem diferencial de leucdcitos no sangue de animais controle
(grupo PBS + L.monocytogenes) e animais experimentais tratados com ConBrl
mg/kg e ConBrl0 mg/kg e infectados com L.monocytogenes . Os resultados
sdo expressos como média + EPM e a comparacado dos dados foi por analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. O intervalo de
confianca foi determinado com p<0,05. * corresponde a diferenca significativa

em relacdo ao grupo controle

Segundo Harty (1996) a resolucdo de uma infeccdo por L.
monocytogenes requer a participacdo dos mecanismos de imunidade celular
inata e adquirida, envolvendo neutrofilos, macréfagos, células NK, linfécitos T e
a producao de um arsenal de citocinas; qualquer dano associado a um desses
mecanismos dificulta a eliminacdo da bactéria do organismo do hospedeiro.

Outro fator que pode estabelecer atividades diferentes associadas as
lectinas € a via de administracdo. Dependendo da via podem ser absorvidas de
formas diferentes, exercendo atividades pré- ou anti-inflamatorias, ativando ou
inibindo a migracdo de neutréfilos (ALENCAR et al., 1999; ALENCAR et al.,
2003; ALENCAR et al., 2004; ALENCAR et al., 2005a; ALENCAR et al., 2005b;
ASSREUY et al., 2009).

6. CONCLUSAO

Apesar de todas as atividades biologicas benéficas ja descritas na

literatura a respeito da lectina de Canavalia brasiliensis, no modelo
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experimental utilizado neste estudo foi demonstrado que ConBr induziu
propriedades anti-inflamatorias, ndo colaborando para a eliminacdo de L.
monocytogenes, tanto nos ensaios realizados in vitro como in vivo. Entretanto,
o estudo demonstrou a potencialidade da aplicacdo de ConBr no controle de
processos inflamatérios derivados de infec¢cdes bacterianas sistémicas que
podem provocar sepse e choque séptico.
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