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RESUMO

Proteases isoladas do latex da planta medicinal de Calotropis procera tém sido
investigadas em diferentes modelos de inflamacgao. Considerando estudos anteriores
que indicaram propriedades anti-inflamatodrias de uma mistura de proteases chamada
LPp2, neste trabalho, uma mistura de proteases denominada LPp3, ainda pouco
estudada, foi investigada em um modelo de salmonelose experimental. Em um dos
modelos utilizados de infecgdo, culturas de macrofagos foram expostas a diferentes
concentragcdes de LPp3 e infectadas com Salmonella enterica Sor. Typhimurium. No
modelo de infecg¢ao in vivo, camundongos Swiss foram infectados, via intraperitoneal,
com S. Typhimurium e, a seguir, tratados (via endovenosa) com LPp3. Os resultados
mostraram que LPp3 nao possui acao antibacteriana direta contra Salmonella in vitro
e foi incapaz de aumentar a viabilidade celular de macrofagos infectados. Nos ensaios
in vivo, apos 6 h de infec¢ao, os animais tratados com LPp3 (10 mg/kg) tiveram uma
maior carga bacteriana no baco e figado em relagao aos grupos controles nao tratados
(PBS) ou administrados com Dexametasona. Os tratamentos com LPp3 (1,5 e 10
mg/kg) inibiram o recrutamento de leucécitos para o sitio infeccioso apos o indculo de
Salmonella, na cavidade peritoneal. Contudo, os niveis de expressao génica de
citocinas inflamatérias medidos no bacgo, tais como, TNF-alfa e IL1-beta estavam
significativamente aumentados nos animais tratados com 10 mg/kg em relagéo aos
animais infectados e ndo tratados. Concluiu-se que LPp3, assim como ja demonstrado
para LPp2, rica em enzimas proteoliticas, exibe forte acdo anti-inflamatéria, o que

poderia explicar a menor eliminagao de bactérias em dosagens mais elevadas.

Palavras-chaves: proteinas laticiferas, Salmonella spp., imunoterapéutico



ABSTRACT

Proteases isolated from the latex of the medicinal plant of Calotropis procera have
been investigated in different models of inflammation. Considering previous studies
that indicated anti-inflammatory properties of a mixture of proteases called LPp2, in
this work, a mixture of proteases called LPp3 was investigated in an experimental
salmonellosis model. Thus, macrophage cultures were exposed to different
concentrations of LPp3 and infected with Salmonella enterica Sor. Typhimurium. In
another infection model, Swiss mice were infected intraperitoneally with S.
Typhimurium and then treated (intravenously) with LPp3. The results showed that
LPp3 has no direct antibacterial action against Salmonella in vitro and was unable to
increase the cell viability of infected macrophages. In the in vivo assays, after 6 h of
infection, animals treated with LPp3 (10 mg/kg) had a higher bacterial load in the
spleen and liver compared to untreated control (PBS) or Dexamethasone-administered
groups. Treatments with LPp3 (1, 5 and 10 mg/kg) inhibited the recruitment of
leukocytes to the infectious site after Salmonella inoculum in the peritoneal cavity.
However, gene expression levels of inflammatory cytokines measured in the spleen,
such as TNF-alpha and IL1-beta, were significantly increased in animals treated with
10 mg/kg relative to infected/untreated animals. It was concludedthat LPp3, as already
demonstrated for LPp2, is rich in enzymes with strong anti-inflammatory action, which

could explain the lower elimination of bacteria at higher doses.

Keywords: laticifer proteins, Salmonella spp., immunotherapeutic.
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1 INTRODUGAO

O género Salmonella € formado por bactérias Gram-negativas intracelulares
facultativas, que se adaptaram para colonizar muitos nichos e hospedeiros diferentes,
podendo ser encontradas como comensais ou patégenos no intestino de animais tais
como mamiferos, répteis, aves e até mesmo insetos (DOUGAN et al., 2011). O género
e formado por duas espécies: S. bongori e S. enterica, sendo este ultimo formado por
seis subespécies, dentre as quais a subespécie | engloba mais de dois mil sorotipos,
dentre estes patdégenos humanos e animais, como por exemplo S. enterica Sor.
Typhimurium, associada a gastrenterites, e S. enterica Sor. Typhi ou simplesmente S.
Typhi, associada a febre tiféide (DOUGAN, 2011).

A salmonelose € uma doenga transmitida principalmente pelo consumo de
alimentos e agua contaminada, podendo causar infecgbes sistémicas em animais e
seres humanos. (MINISTEIO DA SAUDE, 2021). Existe uma variagdo no nimero de
casos de febre tifdide e entérica, dependendo do pais e das condigdes em que vivem
as populac¢des (SHINOHARA, 2008).

Considerando o tratamento de doencas infecciosas, desde épocas remotas a
sociedade humana vem acumulando informagdes e experiéncias que possam
contribuir para sua sobrevivéncia no meio em que vive. Diante disso, dentre as muitas
praticas que sao realizadas em diversas culturas populares, podemos citar o uso de
plantas na area medicinal, o que conhecemos como fitoterapia. Mesmo sem
compreender cientificamente quais as biomoléculas presentes, o processo de cura e
a eficacia nos tratamentos, a fitoterapia tem sido aplicada ao longo de varias gerag¢des
(BADKE et al., 2012).

Observa-se, entretanto, um crescimento na utilizagdo de fitoterapicos pela
populagdo que sejam reconhecidamente seguros e eficazes (YUNES, et al., 2001).
Assim, a pesquisa de compostos biologicamente ativos para utilizagdo na medicina
popular tem por objetivo gerar alternativas viaveis para o desenvolvimento de novas
drogas na industria farmacéutica (PEI, 2001). HOSTTETTANN e TERREAUX (2000)
esclarecem que produtos de origem vegetal constituiram as bases para tratamento de
diversas doencgas infecciosas na medicina popular tradicional devido a presenca de
moléculas bioativas. Isso é particularmente importante no combate a infeccdes

bacterianas causadas por cepas resistentes aos antimicrobianos.
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Em particular, diversas plantas laticiferas produzem compostos com atividade
farmacologica, dentre elas Calotropis procera (KONNO, 2011; MEGERESSA et
al.,2015). Esta espécie € muito encontrada no Nordeste brasileiro e em regides
semiaridas do mundo, muito utilizada na medicina popular indiana (CHUNDATTU et
al.,2016). A C. procera é conhecida popularmente no Brasil como Algodao-de-seda e
uma de suas caracteristicas é a producao de grande quantidade de latex rico em
proteinas e enzimas que parecem contribuir para a defesa da planta contra insetos,

herbivoros e microrganismos. (RAMOS et al., 2019).

Diversas ag¢des bioldgica/farmacologicas ja foram reportadas para o latex de C.
procera, entre as quais a resisténcia a fitopatégenos e insetos (FREITAS et al., 2007);
atividades anti-inflamatorias e analgésicas (RAMOS et al., 2007); atividade
antimicrobiana e/ou anti-infecciosa (NENAAH, 2013; ALI et al., 2014; MOHAMED et
al., 2014; NASCIMENTO et al.,2016).

O latex de C. procera € composto por uma fracdo de proteinas de alto peso
molecular e nao dialisavel (LP) na qual foram identificadas, por cromatografia de troca
idnica, trés subfracbes distintas denominadas LPp1, LPp2 e LPp3 (RAMOS et al.,
2009). Tais fragdes proteicas tém sido investigadas em busca de novos principios
ativos que possam auxiliar no tratamento de infecgdes sistémicas intracelulares, uma

vez que tais microrganismos sao menos expostos a agao de antimicrobianos.

Alguns resultados encontrados na literatura demostraram o potencial anti-
inflamatadrio e citotoxico para células cancerigenas da fragédo LPp1 (VIANAet al., 2017)
e o potencial anti-infeccioso e anti-inflamatoério de LPp2 contra Listeria monocytogenes
(NASCIMENTO et al.,, 2016; TAVARES et al., 2022). Um estudo anterior sobre
potencial anti-infeccioso da fragdo LPp3 mostrou que a administracdo preventiva
dessas proteinas aumentou a sobrevida de animais infectados com Salmonella
(Sousa et al., 2020).

Considerando que as proteinas de C. procera nao possuem acao antimicrobiana
direta contra bactérias, os mecanismos anti-infecciosos parecem estar relacionados a
ativacao/modulagao da resposta imunoldgica. No presente estudo, a subfragao LPp3,
extraida do latex da planta C. procera foi investigada no tratamento experimental de
infecgbes causadas por S. Typhimurium em culturas de macrofagos peritoneais e

camundongos Swiss.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso de plantas medicinais

A utilizagdo de plantas na medicina popular varia de acordo com o conhecimento
de suas propriedades bioativas, que geralmente sdo repassados de geragao a
geracdo (CARVALHO e SILVEIRA, 2010). Mesmo com o desenvolvimento dos
farmacos sintéticos, as plantas medicinais permaneceram como forma alternativa de
tratamento de doencas em varias partes do mundo, observando-se nas ultimas
décadas a valorizagdo do emprego de preparagdes a base de plantas para fins
terapéuticos (TUROLLA, 2006).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 80% da populagao dos paises
em desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de
saude e 85% usam plantas medicinais ou preparac¢des destas (ROSA et al., 2011).
Além disso, grande parte da populagédo mundial, de 70% a 95% da populagéo confia
em medicamentos que sao produzidos a base de plantas (WHO, 2011). Considerando
cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos atualmente comercializados, as
plantas representam uma rica fonte de principios ativos para novas abordagens
terapéuticas (KADIYALA et al., 2013).

2.2 Plantas Laticiferas

2.2.1 Laticiferos

Laticiferos sédo estruturas secretoras internas que contém um fluido denominado
latex, que geralmente € mantido sob pressdo em células vegetais vivas (AGRAWAL &
KONNO, 2009). O latex pode conter hidrocarbonetos poli-isoprenos (borracha),
triterpenos, acidos graxos, aminas, fitosterdis e alcaloides, entre outros compostos
(MATILE,1987; MAUSETH,1978). A presenca dessas estruturas em conjunto com
outras evidéncias tem levado a comprovacgao de que o latex esta relacionado com a
defesa das plantas em diferentes ambientes, uma vez que atua na defesa contra

microrganismos, sua viscosidade dificulta a predagcdo de insetos herbivoros
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(AGRAWAL & KONNO 2009, KONNO 2011) e atua também como selante de
ferimentos na planta (FAHN, 1979; Farrell et al., 1991; EVERT, 2006).

Na medicina tradicional, o latex de diferentes espécies vegetais, € geralmente
diluido em agua e utilizados para o tratamento de inflamacdes e dores inflamatérias,
tumores, gastrites, infecgdes, dentre outros (DEVPRAKASH et al., 2012; HAGEL et
al., 2008).

2.2.2 Plantas Laticiferas

As plantas laticiferas sdo aquelas que, ao sofrerem algum tipo de dano tecidual,
exsudam o seu latex (CHO et al., 2014). Cerca de 12.500 espécies, representantes
de 22 familias, possuem capacidade de produzir este fluido (EVERT, 2006). Dentre as
familias mais representativas, estdo: Asclepiadaceae, Apocynaceae, Moraceae,
Papaveraceae e Euphorbiaceae (ALBUQUERQUE et al., 2009), com espécies
representadas na Figura 1. A estimativa € que 6% de todas as espécies de plantas
vasculares apresentem laticiferos (FREITAS et al.,, 2010), sendo que,
aproximadamente 10% das espécies das angiospermas liberam o latex quando os
seus tecidos sdo danificados (METCALFE 1967; FARRELL et al., 1991).

Os canais laticiferos podem ocorrer em diferentes 6rgaos da planta, tais como
caule (Hevea brasiliensis), flores (Aspidosperma autrale), folhas (Calotropis procera)
e ramos (Plumeria rubra e Cryptostegia grandiflora) (ALBUQUERQUE et al., 2009).
Diversas plantas laticiferas produzem compostos com atividade farmacoldgica, dentre
elas Calotropis procera (KONNO, 2011; MEGERESSA et al.,2015).

2.2.3 Proteases

As proteases representam uma classe de enzimas com importantes papéis em
processos fisiolégicos (HEDSTROM, 2002.) Estas enzimas estdo envolvidas em
processos biolégicos essenciais, como a coagulagdo sanguinea, morte celular e
diferenciacdo de tecidos, entre outros (SALAGA et al., 2013). Varias atividades
proteoliticas importantes ocorrem como no ciclo de infecgdo de microrganismos
patogénicos (RUFINO et al., 2006).

No passado, as proteases eram classificadas de acordo com o seu peso molecular,
carga ou especificidade do substrato. O sistema de classificagdo € baseado na

comparacao de centros ativos, mecanismo de acao e estrutura tridimensional
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(NEURATH, 1990). As proteases podem ser classificadas também quanto a natureza
quimica do sitio catalitico/mecanismo de agao, sao elas: i) serina proteases; ii) cisteina
proteases; iii) aspartico proteases; iv) treonina protease e v) metaloproteases (MURI,
2014).

Diversas proteases foram isoladas de plantas, tanto em suas sementes, frutos e
latex, sendo a maioria delas pertencentes a classe das proteases cisteinicas
(BOLLER, 1986) .As proteases encontram-se em todos 0s seres Vvivos e representam
cerca de 2% do total de proteinas presentes em todos os organismos, estando

envolvidas em vias metabdlicas e de vias de sinalizagao celular (VIEIRA, 2013).

As proteases cisteinicas sdo encontradas em diversas plantas laticiferas, como a
Carica papaya (KONNO et al., 2004), Ficus virgata (SGARBIERI et al., 1964),
Calotropis gigantinea (ABRAHAM e JOSHI, 1979) e Calotropis procera (DUBEY e
JAGANNADHAM, 2002, RAWDKUEN et al., 2011).

Algumas proteases cisteinicas também tem demonstrado potencial farmacéutico
no tratamento terapéutico de disturbios digestivos, ulceras dérmicas e gastricas de
diferentes origens, modulacdo imunoldgica e doencas tumorais (SALAS et al., 2008).
Atividades anti-inflamatodrias sao registradas no latex de Calotropis procera,

relacionada principalmente a presenca de proteases cisteinicas.
2.3 Caracteristicas de Calotropis procera

Pertencente a familia Apocynaceae, € uma planta originaria da india, mas que é
encontrada em quase todo os ambientes tropicais. Ela é conhecida popularmente
como algodao-de-seda, flor-de-seda, paininha-de-seda e leiteiro (SILVA, 2013). O
primeiro relato de utilizacdo de C. procera na medicina popular foi realizada por Ved
Sushruta, a cerca de 800- 900 a.c. (CHUNDATTU et al., 2016). Calotropis procera é
usada desde um periodo muito antigo através de crengas populares como uma droga
de escolha para diferentes doencas, suas diferentes formulas sdo encontradas no
antigo livro védico da india “Sushruta Samita” (CHUNDATTU et al., 2016).
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Figura 1 - Exemplos de plantas laticiferas: A) Allamanda Whithe(Apocynaceae) B)
Asclepias curassavica (Asclepiadaceae) C) Euphorbia pulcherrima (Euphorbiaceae)
D) Ficus carica (Moracea) E) Eschscholzia californica (Papaveraceae) F) Latex natural

extraido da seringueira do Para (Hevea brasiliensis).

Fonte: Google Imagens
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C. procera é uma planta arbustiva no qual seu tamanho pode variar, alcangando
1-5 metros de altura, suas hastes séo de textura lisa, porém sao cobertas com pelos
de cor esbranquigada. Os arbustos sdo constituidos de folhas consideravelmente
grandes apresentam flores e seus frutos apresentam numerosas sementes em seu
interior. As sementes sao ovoides com base arredondada e apice agudo, envoltas de
filamento sedosos que facilitam sua dispersdo, esta pode ocorrer em longas
distancias. Na regido Nordeste brasileira, C. procera & encontrada em abundancia,

pois & muito utilizada na medicina popular (CHUNDATTU et al., 2016).

Esta espécie é muito encontrada em regides semiaridas do mundo, muito utilizada
na medicina popular indiana (CHUNDATTU et al., 2016). Os estudos realizados sobre
o latex da C. procera tem corroborado para afirmacao que o latex da C.procera possua
atividades bioldgicas contra insetos (FREITAS et al., 2007) e microrganismos
(NENAAH, 2013; ALI et al.,, 2014; MOHAMED et al., 2014; NASCIMENTO et al.,
2016),a¢ao antibacteriana (LARHSINI et al., 1999), contra larvas de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuide) (RAMOS et al., 2007; RAMOS et al., 2009) e
contra fungos fitopatogénicos (Fusarium solani, Fusarium oxysporum) ja foram
descritas (SOUZA,2011).

Uma série de proteinas foram isoladas do latex da C. procera (ALENCAR et al.,
2006; RAMOS et al., 2009). Particularmente, a atividade proteolitica endégena de
enzimas que estdo presentes no latex de C. procera parece estar relacionada com
sua acao antifungica, uma vez a inibicdo dessas enzimas reduziu o poder
antimicrobiano (SOUZA, 2011). O cultivo da planta contribui para a melhoria das
condicdes do solo e pode servir também como fonte de renda para comunidades das
regides aridas. Segundo DEISE AUR (2022), além de fornecer fibras téxteis,
contribuindo para a economia local, C. procera fornece outros produtos como:
forragem e alimentos para animais de pasto, repelentes de insetos e fertilizantes
naturais. A eficacia e as utilidades dessa planta, que as fibras da C. procera possuem

as mesmas qualidades da seda de origem animal.

Outras atividades farmacologicas descritas para proteinas do latex de C. procera
incluem: atividade hemolitica (SINGH et al., 2000), anti-inflamatéria (ALENCAR et al.,
2004), pré-inflamatéria (RAMOS et al., 2012), antitumoral (OLIVEIRA et al., 2007),
antidiabética (KAZEEM et al., 2016), antioxidante e antiapoptdtica (SAYED et al.,
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2016) e efeito hipocolesterolémico (PATIL et al., 2016). Preparagbes com a casca do
caule de algumas espécies de Calotropis também foram descritas como eficazes
contra convulsdes e a infusdo 15 de flores foram usadas para tratamento de epilepsia
(SHILPKAR et al., 2007). Resultados anteriores encontrados na literatura também ja
mostraram o potencial anti-inflamatério e citotoxico de proteinas do latex contra

células cancerigenas (VIANA et al., 2017).

Figura 2 - Planta Medicinal Calotropis procera

Fonte: Google Imagens
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O conjunto de proteinas soluveis do latex de C. procera (LP) tem sido estudado
em relagdo aos seus efeitos na imunidade antimicrobiana. Por exemplo, LP n&o foi
capaz de inibir o crescimento de Salmonella in vitro, mas uma fragédo proteica obtida
a partir de LP (LPp3) diminuiu a mortalidade de camundongos Swis infectados
(SOUZA et al., 2020). Assim, ha perspectiva da descoberta de novos principios ativos
que possam auxiliar no tratamento de infeccdes sistémicas intracelulares, uma vez

que tais microrganismos s&ao menos expostos a acao de antimicrobianos.

Considerando que as proteinas de C. procera parecem nao possuir agao
antimicrobiana direta contra bactérias, os mecanismos antiinfecciosos parecem estar

relacionados a ativagcdo/modulagao da resposta imunoldgica.
2.4 Infecgoes Bacterianas

As infecgbes bacterianas podem ser causadas por bactérias Gram-positivo e por
bactérias Gram-negativo (ROGERS et al., 2011). Quando se inicia o processo de
infecgcao bacteriana comeca a ser desenvolvido interacbes complexas entre o
microrganismo e o hospedeiro (VAN DER POLL, OPAL, 2008; JONG et al., 2012).

Durante um quadro de infec¢gdo generalizada ou como denominamos de sistémica,
pode ocorrer uma alteragcao no controle local, e como consequéncia a disseminacao
bacteriana e desenvolvimento de uma resposta inflamatéria sistémica associada a
faléncia multipla dos 6rgaos, ocorrendo entdo um quadro clinico que conhecemos
como sepse (JONG; VAN DER POLL; WIERSINGA, 2010; VAN DER POLL, OPAL,
2008; ALVES-FILHO et al., 2005). Durante o processo de infecgdo sistémica,
possivelmente acredita-se que ocorre um impedimento do sistema imune através de
falhas na imunidade inata (COHEN, 2002). Consequentemente existira uma faléncia
da migracdo de neutrdfilos para o foco infeccioso possivelmente devido a uma
diminuicdo do rolamento e da adesdo dos neutréfilos nas células endoteliais
(BENJAMIM; FERREIRA; CUNHA, 2000; ALVES-FILHO et al., 2008). Esta “faléncia”
da migragao de neutrdfilo estd combinada com a captura inadequada destas células
pelo figado (ALVES-FILHO et al., 2008) e € mediada pelos altos niveis de citocinas
que induzem a producéo sistémica de 6xido nitrico (BENJAMIM; FERREIRA; CUNHA,
2000; ALVES-FILHO et al., 2005). A concentragao de citocinas, quimiocinas e oxido
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nitrico aumenta significativamente durante a infecgéo sistémica (ALVES-FILHO et al.,
2005; ALVES-FILHO et al., 2008) e a produgao excessiva destes mediadores séo
eventos criticos que resultam no impedimento da migragdo de neutrofilos para os
sitios da infecgcdo (ALVES-FILHO et al., 2005).

O oxido nitrico é considerado uma molécula com propriedades tanto protetoras
como deletérias, dependendo da quantidade liberada (SANTIAGO et al., 2000;
FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). Ele ¢é
responsavel por vasodilatagdo, inibicdo da agregacédo plaquetaria, modulagdo da
adesao dos leucdcitos no endotélio (BOGDAN, 2001), diapedese dos neutroéfilos e faz
parte da primeira linha de defesa do organismo com poder microbicida (FLORAFILHO;
ZILBERSTEIN, 2000). Entretanto, o alto nivel de &xido nitrico produzido por
macrofagos, neutrofilos ou outras células ativadas pode diminuir a permeabilidade
vascular, induzir a disfungdo cardiaca, caracteristica da sindrome de resposta
inflamatadria sistémica, e ser toxico para microrganismos, parasitas ou células tumorais
(FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

2.5 Salmonella enterica subsp. enterica Sor. Typhimurium

A Salmonella spp. € uma bactéria entérica responsavel por graves infecgoes e
intoxicagdes alimentares, sendo um dos principais agentes envolvidos em surtos
registrados em varios paises (SHINOHARA et al.; 2008). Pertencente a familia
Enterobacteriaceae, no qual agrupa microrganismos gram-negativos, e anaerdbios
facultativos (TORTORA, 2016). O lipopolissacarideo (LPS), um glicolipideo, € um dos
principais componentes da membrana celular das bactérias Gram-negativas, tais
como S. Typhimurium. O LPS, também conhecido como endotoxina, responde em
parte pelo potencial de viruléncia e patogénese desse grupo de organismos uma vez

que provoca forte reagao inflamatéria (GALLAY et al., 1993).

O género Salmonella abriga mais de 2000 sorotipos, e tem como seu habitat
natural o trato intestinal de humanos e animais (DUARTE et al., 2010). Dentre
patdgenos humanos e animais, S. enterica Sor. Typhimurium € comumente associada
com gastrenterites de origem alimentar, servindo de modelo para estudo da febre
tifoide em animais de laboratério, uma vez que provoca em roedores 0S mesmos

sintomas causados por S. enterica Sor. Typhi em seres humanos.
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Salmonella spp. sao importantes patégenos com relagdo ao consumo de alimentos
contaminados em todas as regides do mundo (HAVELAAR et al., 2015), apresentando
maior impacto em relagado a saude humana em comparagao com outras bactérias que
causam infecgdo alimentar (KIRK et al., 2015; SCALLAN et al., 2015). Uma estimativa
que fora levantada sobre a Epidemiologia da Carga de Doengas Transmitidas por
Alimentos, o grupo de referéncia 17 da OMS sugeriu que o género Salmonella sao os
patdgenos associados a maior numero de mortes por doengas transmitidas por
alimentos (HAVELAAR et al., 2015).

Uma ampla variedade de alimentos pode ser contaminada com a Salmonella spp.,
mas particularmente aqueles que possuem alto teor de umidade, proteina e
carboidratos, como carne bovina, suinos, aves, ovos, leite e derivados, frutos do mar
e sobremesas recheadas sdo mais susceptiveis a deterioragdo (SHINOHARA et al.,
2008). Portanto, ap6s a ingestao de alimento contaminado, a bactéria deve ser capaz
de sobreviver ao pH estomacal, aderir-se ao intestino delgado, onde a infec¢ao pode
ser estabelecida (MULLER et al., 2009). Além do pH, as bactérias também conseguem
resistir a barreira ciliar, a microbiota intestinal, entre outros fatores que contribuem

para a defesa do organismo.

A maneira como a salmonelose altera o metabolismo do hospedeiro acaba por ser
crucial para a progressao da doenca, provocando desde gastroenterites autolimitadas
a infeccéao sistémica (RIVERA-CHAVEZ E BAUMLER, 2015). Como consequéncia, os
sorotipos de Salmonella spp. infectam varios tipos de hospedeiros, incluindo
diferentes espécies animais e humanos (UZZAU et al., 2000), o que significa que a

bactéria tem grande capacidade de adaptagédo ambiental.

Particularmente, ap6s a absor¢gdo oral de alimentos contaminados, a S.
Typhimurium invade os enterécitos no intestino do hospedeiro (COLLAZO e
GALAN,1997). As infecgbes geralmente se iniciam de 6 a 12 horas apds a ingestao
de alimento contaminado, quando a Salmonella percorre todo o sistema digestivo
chegando ao estdbmago, onde é sensivel ao acido estomacal (RUBY et al., 2012). Os
microrganismos sobreviventes chegam ao intestino, passando para o ileo e cdlon
distal. No ileo, a bactéria pode se translocar do lUmen intestinal para a lamina prépria,
através de célula M, alcangando o sistema imune associado a mucosa (MALT).

Macrofagos presentes no local fagocitam a bactéria, que € capaz de escapar do
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fagolisossomo e multiplicar no citoplasma. Os macrofagos infectados levam a bactéria
através da corrente sanguinea até o bago e figado, onde a mesma se dissemina
ocasionando quadros de choque septicémico que pode levar ao 6bito (WORLEY et
al., 2006).

As bactérias também podem se disseminar livres na corrente sanguinea, sendo
absorvidas pelos nédulos linfaticos, atingindo o sistema reticulo endotelial (RES),
onde provocara a infec¢ao intracelular disseminada em macréfagos que ndo foram
ativados (RICHTER-DAHLFORS et al., 1997), podendo atingir outros 6rgéos. Alguns
individuos infectados também podem se tornar portadores assintomaticos por meses
ou anos, realizando papel importante para a manutencao e disseminagao da doenga,
uma vez que, estes se apresentam como fonte continua de transmissdo (CARVALHO
et al., 2021).

Finalmente, a protecdo do organismo contra salmonelose envolve a participagéo
de macrofagos, que sdo ativados em resposta a componentes microbianos e da
sinalizacao de 18 receptores do tipo Toll-like (TLR). Estas células produzem grandes
quantidades de citocinas pré-inflamatérias, como IL-13, IL-6 e TNF-a, além de é6xido
nitrico. Macréfagos e células dendriticas secretam tais citocinas e também
apresentam antigenos para linfécitos T-CD4+, ativando a imunidade adaptativa
(VARELLA e FORTE, 2001, KALUPAHANA et al., 2005, ABBAS, 2008, NG et al.,
2011).

Muito embora uma série de mecanismos imunes limitem a propagagao da infec¢ao
por Salmonella, os sintomas de infecgdes sistémicas podem debilitar rapidamente o
hospedeiro (WORLEY et al., 2006). Considerando também que a quantidade de cepas
bacterianas que apresentam resisténcia aos antimicrobianos tem aumentado em todo
o mundo, portanto, existe uma necessidade de estratégias de tratamento mais

eficazes contra essas infecgdes.
2.6 TGF-B

TGF-B € uma importante citocina multifuncional que é expressa em muitos tipos de
células diferentes no intestino, incluindo células epiteliais, fibroblastos e
mononucleares. Regula um conjunto diversificado de respostas celulares, como
crescimento e proliferacdo celular, diferenciacdo celular, producdo de matriz

extracelular, reparo tecidual e imunomodulagdo (XU, X et al., 2018).
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O nome TGF-B deriva da atividade transformadora da citocina, que induz o
crescimento independente de ancoragem quando administrado as células junto com
EGF, um polipeptideo envolvido na proliferagcdo celular e no crescimento e
diferenciacao de diferentes 6rgaos (ROBERTS et al.,1981).

Todos os membros da familia TGF-B sédo codificados por polipeptideos precursores
muito maiores cujas sequéncias foram deduzidas por clonagem de cDNA. Os
polipeptideos precursores sdo compostos de trés segmentos: um peptideo sinal
amino-terminal que é removido durante a translocag¢ao da proteina para o lumen do
reticulo endoplasmatico rugoso, um grande segmento precursor ou pro segmento € 0
polipeptideo monomeérico da familia TGF-3 carboxi-terminal. para a proteina da familia
TGF-B ativa e totalmente madura (112 residuos de aminoacidos no caso de TGF-3).
Os pro-segmentos variam em comprimento de 150 a 450 residuos e notavelmente
nao sao conservados em sequéncia entre os membros da familia TGF-3, mesmo entre
as trés isoformas apresentadas de TGF-B. (DERYNCK R et al., 1988).

O TGF-B atua como uma potente citocina imunossupressora através de efeitos
tanto na diferenciagao celular quanto na proliferagao celular. Por exemplo, TGF-f inibe
a proliferagao de linfocitos T(KEHRL et al.; 1986). Alguns estudos relatam que TGF-
Bs demonstraram promover o processo de cicatrizacao de feridas in vivo (MENG et
al.; 2016).

TGF-B pode induzir células T reguladoras/inibitorias e proé-inflamatérias,
dependendo da presencga de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 (SANJABI et al.,
2009). Alguns achados demonstraram que Salmonella provoca alteragbes na
sinalizagao de TGF-B1, no processo de infecgdo a salmonella invade ileo visando as
placas de Peyer, foi possivel através de analises na regido verificar as vias de
sinalizagao do TGF-B que sofreram altera¢des apos a infecgéo sistémica (ZANG et
al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Explorar o potencial curativo de peptidases do latex da Calotropis procera em

modelos de infecgao por S. Enterica Sor. Typhimurium.

3.2 Especificos

Determinar as dosagens atdxicas de uma mistura de peptidases cisteinas,
denominada LPp3, em culturas de macrofagos peritoneais de camundongos
Swiss;

Avaliar se LPp3 possui agao antibacteriana direta contra S. Typhimurium C5;
Avaliar LPp3 na conservacgéo da viabilidade celular de culturas de macrofagos
peritoneais infectadas com S. Typhimurium;

Avaliar o efeito da administragcao de LPp3 sobre a eliminagdo de bactérias do
figado e baco em camundongos Swiss previamente infectados com S.
Typhimurium;

Avaliar o efeito da administracdo de LPp3 sobre o recrutamento de leucdcitos,
ap6s o desafio infeccioso com S. Typhimurium, via intraperitoneal, de
camundongos Swiss; Avaliar a expressao génica das citocinas IL-13, TNF-a e
IL-10 no bagco de camundongos Swiss infectados com S. Typhimurium e

tratados com LPp3.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Microbiologia e Imunologia -
LAMIM da UFRPE, com excec¢ao das leituras em espectrofotbmetro para teste de

viabilidade celular, que foram realizadas no Laboratoério de Bacterioses da UFRPE.

4.1 Camudongos Swiss

Camundongos Swiss fémeas adultas (n = 20) com peso de 30-35¢g (4-6 semanas
de idade) foram obtidos do biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco. Os experimentos foram realizados
no laboratério de Microbiologia e Imunologia- LAMIM da UFRPE. Os animais foram
mantidos em gaiolas com livre acesso a agua e ragdo comercial, com iluminagao
controlada em ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura ambiente variando de 23°
a 25°C.

Para os procedimentos experimentais envolvendo animais foi solicitada uma
licenga ao Comité de Etica e Uso Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco CEUA/UFRPE (Licenca n°® 8480121120). Todos os experimentos foram

realizados de acordo com critérios internacionais de ética experimental.
4.2 Cepas de Salmonella Typhimurium

Foram utilizadas cepas virulentas de S. Typhimurium C5, gentilmente cedidas pelo
Dr. Pietro Mastroeni do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade de

Cambridge. Tais bactérias foram mantidas congeladas a -20°C em glicerol 10%.
4.3 Obtencgao da fragao proteica LPp3

A subfracao proteica LPp3 foi obtida segundo o protocolo descrito por Alencar et
al., (2006). O latex foi coletado das partes aéreas da planta diretamente em agua
destilada estéril para obtengcdo de uma diluicdo 1:2 (v/v). As amostras foram
centrifugadas a 5000xG por 10 minutos a 10°C e o sobrenadante foi submetido a
didlise em agua destilada (ALENCAR et al., 2004). A fragao retida na membrana de
dialise (LP) foi submetida a cromatografia de troca idbnica numa coluna de fluxo rapido

(CM-Sephadex), com o objetivo de produzir a fragado proteica que foi explorada neste
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trabalho (LPp3) (RAMOS et al., 2009). Ensaios com N-benzoil-arginina-naftilamida

(BANA) foram utilizados para confirmar a atividade enzimatica de LPp3.
4.4 Obtencao de macroéfagos peritoneais

Para a obtengdo dos macréfagos peritoneais e realizagdo de ensaios ex vivo,
camundongos fémeas foram eutanasiados por meio de sedativo inalatorio isoflurano.
Depois de verificada a morte do animal, o camundongo foi preso a partir dos membros
em placa de parafina. O abdome do animal foi esterilizado com alcool 70%, e a seguir
foi realizado corte em formato de “U” para remogéao das estruturas que antecedem o
peritdnio, como epiderme e musculos, mantendo o peritonio parietal. Com o auxilio de
uma seringa de 20 mL, foi injetado 10 mL de meio de cultura RPMI pré-aquecido a
37°C, adicionados antibidticos penicilina e estreptomicina, conforme descrito por
Nascimento et al., (2016). Apds lavagem da cavidade peritoneal com massagens no
abdome por cerca de 30 segundos, o fluido peritoneal foi retirado por meio de pipeta
estéril de 1 mL, através de pequena incisao realizada no peritdneo. Uma aliquota do
fluido peritoneal, aproximadamente 20 uL, foi corada com azul de Trypan na proporgao
1:1. A quantificagcao de células do fluido se deu em camara de Neubauer com o auxilio
de microscopio optico, sendo a quantidade de células ajustada para conter 1 x 108
cél./ mL, com realizacao de diluicdo com meio RPMI a 37°C com antibidticos penicilina
e estreptomicina. A seguir, 0,2 mL de fluido peritoneal na concentragdo 1 x 10° cél./
mL foi semeado em placas para cultura celular de poliestireno de 96 pocos, fundo
chato, para a realizacao de testes de quantificacao bacteriana e viabilidade celular. A
contagem de células foi realizada em camera de Neubauer e a viabilidade celular

analisada com corante azul de trypan.
4.5 Ensaios com macréfagos infectados por S. Typhimurium

A fim de realizar infeccdo dos macrofagos peritoneais, a cepa virulenta de S.
Typhimurium que estavam mantidas congeladas a -20°C em glicerol 10% foram
ativadas. Antes de reativa-las as cepas foram testadas em meio Agar Mac Conkey
para verificar se as bactérias se encontravam puras. Para reativacdo das bactérias,
uma aliquota de S. Typhimurium C5 foi incubada em tubo tipo Falcon estéril contendo
5 mL de caldo infusédo cérebro coragao (BHI) pré-aquecido a 37°C e mantida em estufa
a 37°C, overnight. No dia seguinte, 1 mL desta solugao bacteriana foi posta em um

novo tubo Falcon com BHI pré-aquecido e seguiu para incubagao por mais 2 horas.
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Apos esse periodo, o caldo BHI com bactérias passou por centrifugagédo a 4.000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano foi ressuspenso
em 5 mL de meio RPMI sem antibiéticos pré-aquecido a 37° C, e as culturas foram
ajustadas em espectrofotdbmetro a 630 nm, considerando a densidade 23 Optica de
0.5 correspondente a 108 UFC/ mL. Nos ensaios as placas de poliestireno de 96
pocos, fundo chato, suspensdes com os macréfagos (1 x 10° cél./ml) foram
adicionadas em placas de 96 pocos. foram infectados com 1X10® UFC/mL de S.
Typhimurium durante o periodo de 4 horas. Os macréfagos foram mantidos em estufa
para cultura celular a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. Apdés as 4 horas, o
sobrenadante foi descartado e cada pogo contendo os macrofagos foram lavados com
0,2mL de PBS estéril pré-aquecido a 37° para remocgao de excesso bacteriano.A
seguir foi adicionado aos pogos 0,2 mL de meio RPMI contendo gentamicina
(100upg/mL), com a finalidade de causar morte das bactérias que ainda ficaram no
meio extracelular, durante uma hora em estufa a 37°C e 5% de CO2. Passado este
tempo, os macrofagos foram novamente lavados com PBS e aos pogos foram
adicionados LPp3 nas concentragdes de 0,78 1,56 3,125 6,25 12,5 25 50 e 100 pug/ml
por 24h e suspensos em RPMI, contendo gentamicina (10 pg/mL) com a finalidade de
manter os pogos integros e sem bactérias extracelulares até o fim do experimento.
Desta forma, as placas contendo os macréfagos e tratamento com LPPIIl foram
incubadas em estufa para cultivo celular durante 24horas em atmosfera de 37°C e 5%
de COo..

4.6 Efeito da LPp3 em camundongos Swiss infectados com S. Typhimurium

O método foi adaptado de Almeida et al., (2021): camundongos Swiss (n = 3 por
grupo) foram inoculados intraperitonealmente com S. Typhimurium (0,2 ml,
1x108UFC/mL). Apdés 30 minutos, os animais receberam LPp3 dissolvida em PBS
estéril (0,2 ml; 1 mg/kg, 5 mg/kg ou 10 mg/kg), por via intravenosa. Os camundongos
do grupo controle receberam 0,2 ml dexametasona (Dexa; 0,5 mg por camundongo)
(Laboratério Aché, Brasil). O os animais foram eutanasiados 6 horas apés a infecgéo.
Os pM@ foram colhidos, e a viabilidade celular e a carga bacteriana intracelular

conforme demostrado no esquema na figura 3.
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Figura 3 - Fluxograma da experimentacéo

MODELO EXPERIMENTAL
IN VIVO

Salmonella P’ Administragdo via intraperitoneal | GRUPO I-PBS

Grupo!| —

Grupo Il — Salmonella -i Administracdo via intraperitoneal | ‘GRUPOII-LPpIIng/Kg ‘

Apoés 30min
Grupollll - »{Salmonel!a H‘ Administragdo via intraperitoneal | foram realizados ‘ GRUPO/1I1-LPplll Smg/kg ‘
os tratamentos.
‘ Grupo IV | Salmonella “ Administragdo via intraperitoneal | ‘GRUPO IV-LPplil 10mg/Kg ‘

Todos os grupos
via endovenosa

‘ Grupo V Il Salmonella ‘4 Administragdo via intraperitoneal | \ ‘ GRUPO V-Dexametasona ‘

‘ Grupo VI ‘4" Sem infec¢do “‘ Administrag&o via intraperitoneal |- GRUPOVI-PBS

4.7 Quantificagao de unidades formadoras de coldénias em érgaos-alvo

Os bacos e figados dos animais foram removidos assepticamente e as
suspensdes desses orgaos foram submetidos a diluicdes decimais seriadas e
semeados em placas de agar Mueller Hinton pelo método pour plate. Apds um periodo
de incubacdo a 37 °C por 24 h, as unidades formadoras de col6nias foram

quantificadas. Os resultados foram expressos em UFC/g ou mL.
4.8 Analise Contagem dos Leucécitos

Aliquotas de 20 uL de sangue ou liquido peritoneal foram homogeneizadas com
380 pLde reagente de Turk (Vetec, Brasil) para contagem total de células leucocitarias
em uma camarade Neubauer usando um microscopio optico. A contagem diferencial
foi realizada a partir de esfregacos corados com eosina-metilenoblue-Giemsa, a
contagem total de leucdcitos foi seguida da contagem diferencial de células
neutrofilas, basdfilos, eosindfilos,linfocitos e mondcitos. Os resultados foram
expressos como 102 células por mililitro de plasma ou fluido (Souza & Ferreira, 1985).

Todas as laminas foramanalisadas por um unico patologista que desconhecia os
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grupos experimentais. 25 4.7 Efeito da LPp3 na expressdo génica de citocinas
inflamatorias Apds tratamentos com a LPp3, uma fragado dos bagos de camundongos
Swiss infectados com S. Typhimurium foram submetidos a lise celular com o reagente
TRI (Sigma-Aldrich/Merck, EUA).O RNA total de um fragmento do bago dos animais
submetidos aos ensaios, tratados ou ndo com LPp3, foi extraido de acordo com
Nascimento et al. (2016). O RNA total foi usado para a construgdo do cDNA usando a
enzima de transcrigao reversa do virus da leucemia murina Moloney (M-MLV) (Sigma-
Aldrich/Merck, EUA). RT-gPCR foi realizada de acordo com as instrugbes de uso do
SYBR-Green/Kit RT-PCR quantitativo (Sigma-Aldrich/Merck, EUA). Primers
especificos para amplificagdo das citocinas interleucina-1 beta (IL-18),interleucina-6
(IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 10 (IL-10) foram usadas em
tempo real (RT-PCR) (BATISTA et al., 2017). As PCRs (25 pL) foram realizadas da
seguinte forma: 40 ciclos a 95 C/15 s seguidos por 60 C/60 s (Q série Rotor Gene -
Qiagen). Os dados foram analisados de acordo com Dussault e Pouliot (2006). O
controle interno de amplificagado foi feito utilizando-se primers para amplificacao da
proteina Actina (ACT).

4.9 Analise Estatistia

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos
como média £ desvio padrdo. Para a comparagao das médias de grupos foi utilizado
o Test “t” de Student. Todos os testes foram realizados com intervalo de confianga de

95% através do programa GraphPad (Domatics®)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram realizados testes para avaliar se as enzimas presentes em
LPp3 possuiam agéo antibacteriana contra S. Typhimurium. Os dados mostraram que
a exposig¢ao de uma cultura bacteriana do patégeno por 24h as enzimas de C. procera
nao produziu inibicdo do crescimento até a concentracdo maxima testada de 100

pg/ml, sendo as densidades oticas registradas semelhante ao grupo PBS (P > 0,05)
(Fig. 4)

Figura 4 - :Ensaio de agdo antimicrobiana direta de LPp3 contra processo de infecgao
por Salmonella enterica Sor.Typhimurium.
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Cabe ressaltar que ensaios anteriores realizados com as fragdes proteicas LPp1 e
LPp2, esta ultima rica em peptidases cisteinicas, também demonstram a auséncia de
atividade bacteriana direta contra Listeria monocytogenes ou S. Typhimurium
(NASCIMENTO et al.,, 2016; TAVARES et al.,, 2021). Portanto, as peptidases
encontradas no latex de C. procera, parecem exercer suas ag¢des anti-infecciosas

devido a uma modulagao da resposta imune que pode alterar o curso de uma infecgao.

Considerando a hipétese de que as peptidases presentes em LPp3 pudessem
ativar a capacidade bactericida intracelular de macrofagos infectados com Salmonella,
diferentes concentracdes das enzimas foram utilizadas nos tratamentos dessas. Foi
observado que a infecgdo produzida por S. Typhimurium diminuiu em
aproximadamente 80% a viabilidade dos macréfagos, de forma semelhante ao
observado no grupo PBS nao tratado (P > 0.05) (Figura 5) ndo havendo, portanto,
beneficio dos tratamentos com LPp3 contra a infecgdo. Em estudo anterior de Sousa
et al.,, (2020), LPp3 (5 e 10 mg/kg) foi administrada 24 h antes do inéculo

intraperitoneal com S. Typhimurium C5.

Tal protocolo demonstrou que a dosagem de 5 mg/kg de LPp3 produziu maior
sobrevivéncia (70%) e populagao bacteriana diminuida em 6rgéos alvos da infecgao,
sendo este processo acompanhado de aumento de IL-10 e redugao de 6xido nitrico
no sangue dos animais tratados. Apesar dos beneficios observados, tais dados
parecem nao refletir de maneira realista o potencial “curativo” ou anti-infeccioso de
LPp3 contra a salmonelose sistémica. Assim, um novo desenho experimental foi

proposto.
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Figura 5- Viabilidade celular de macrofagos peritoneais infectados com S.
Typhimurium e tratados com LPp3. Houve uma diminuigdo em aproximadamente 80%
a viabilidade dos macrofagos, de forma semelhante ao observado no grupo PBS nao

tratado com Lpp3.
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Neste estudo, camundongos Swiss foram primeiramente infectados, via
intraperitoneal, e, a seguir, tratados com LPp3, via endovenosa. Considerando que as
primeiras horas apds o indculo de Salmonella séo cruciais para o desenvolvimento de
uma infecgao sistémica, os efeitos de LPp3 sobre a imunidade inata e processo
inflamatorio foram investigados. Foi possivel observar que, apés 6 h do inéculo
infeccioso, Salmonella ja havia alcancado o baco e o figado dos animais em
populagdes superiores a 10° unidades formadoras de coldnias por érgao, confirmando
sua viruléncia. Foi possivel observar que os tratamentos com LPp3 na concentragéo
de 10 mg/kg (mas nao 1 ou 5 mg/kg), produziram um aumento da carga bacteriana no
baco e figado dos animais tratados (Tabela 1). Tal resultado sugeriu que essa
dosagem de proteinas administrada induziu uma ac¢ao anti-inflamatéria que tornou os

animais mais susceptiveis a infecgao disseminada.

Anteriormente, Tavares et al., (2021), que investigaram as peptidases cisteinicas
de C. procera presentes na subfracdo LPp2, demonstraram que camundongos Swiss
administrados com tais proteinas na dosagem de 10 mg/kg, via endovenosa, tiveram
amplo dano histolégico no baco e figado que foi associado com a grande carga
bacteriana de S. Typhimurium. Nossos dados confirmaram que LPp3 produziu agao
anti-inflamatéria semelhante a LPp2 em todas as dosagens testadas, diminuindo a
infiltracdo de leucdcitos na cavidade peritoneal de camundongos desafiados com
Salmonella (Fig.6). Tal efeito foi semelhante aquele observado com a administragao
de dexametasona em animais controles infectados e também animais saudaveis nao
infectados. A analise dos tipos de leucdcitos no peritdnio dos animais, demonstrou que
os tratamentos com LPp3 inibiram principalmente a infiltragcdo de neutrdfilos e
linfécitos, particularmente na dosagem de 10 mg/kg (Tabela 2).



Tabela 1. Populacdo bacteriana em o6rgdos alvos de camundongos Swiss
infectados com Salmonella e tratados com LPp3.

Logio UFC
Baco Figado
PBS 5,51 +0,07 5,71 £0,06
Dexametasona 5,87 £0,58 5,67 0,21
LPp3, 1 mg/kg 5,50 £ 0,07 5,48 £0,10
LPp3, 5 mg/kg 5,27 £0,22 5,95 +0,52
LPp3, 10 mg/kg 6,33+0,33* 6,42 +0,23 * #

* P < 0,05, comparacao em relagéo ao grupo PBS; # P < 0,05, comparacao
em relacdo aogrupo Dexametasona.

31
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Figura 6 - Populacdo de leucdcitos totais na cavidade peritoneal de camundongos
Swiss apoés 6 h de infeccao por S. Typhimurium e tratamento com LPp3. (* P < 0,05),

comparagao em relagao ao grupo PBS infectado sem o tratamento com LPp3.
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Tabela 2. Quantidade de leucocitos no fluido peritoneal e sangue de camundongos
Swiss infectados com S. Typhimurium e tratados com as peptidases LPp3 de C.
procera. E possivel observar nos grupos com tratamento na maior dosagem da LPp3
baixa quantidade de neutrdfilos no fluido e maior quantidade no sangue, ou seja, os

tratamentos inibiram a migracao de leucécitos do sangue para o peritonio.

Numero de células x 103 /mm3

Neutrofilo Linfécito Mondcito Eosinofilo Basofilo
Grupos Fluido peritoneal
Saudavel 0.13+0.01 1.73 £ 0.63 0.05+0.06 0.03+0.03 0.19+0.08
PBS 0.48 +0.08 2.79+0.34 0.00+0.00 0.00+0.00 0.45+0.63
S | DEXA, 0.5
g mg/animal 0.10+0.04* 1.61+037* 0.03+x0.06 0.00+0.01 0.05%0.04
C(/)% LPp3, 1 mg/kg 0.29+0.12 207+0.33* 0.04+0.04 0.00+£0.00 0.11+0.10
LPp3, 5 mg/kg 0.24 +0.23 2.13+0.55 0.00+0.01 0.00+0.01 0.03+0.01
LPp3, 10 mg/kg 0.06+0.03* 2.02+0.32* 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.06+0.06
Sangue
Saudavel 0.40+0.23 2.35+ 0.61 0.11+0.06 0.09+0.06 0.03+0.02
PBS 0.09 £ 0.09 4.88 + 3.74 0.02+0.04 0.18+0.04 0.01+0.02
PEXA, 0.5 036+0.11* 251+053 0.05+0.02 020£0.10 0.05+0.02
© mg/animal
E LPp3, 1 mg/kg 0.21+0.18 442 +0.98 0.14+0.08 0.05+0.08 0.12+0.04
TEU LPp3, 5 mg/kg 0.88+0.23* 256+0.61 0.29+0.14* 0.32+0.18 0.23%+0.12
7 LPp3, 10 mg/kg 096+010* 297+0.85 043+0.05* 023+0.15 0.19+£0.13




34

* P < 0,05, comparacéo em relagéo ao grupo PBS infectado

Os dados acima sao corroborados pelo fato de que a quantificagdo de neutrdfilos
no sangue dos animais tratados com LPp3 foi significantemente maior que no grupo
PBS infectado (Tabela 2), ou seja, os tratamentos inibiram a migragéo de leucdcitos
do sangue para o peritdnio, sitio do inoculo infeccioso com Salmonella. O mesmo n&o
foi observado com a quantificagao de linfécitos no sangue. Sousa et al., (2020) havia
demonstrado que o indculo de LPp3 no peritdbnio de camundongos nao infectados

induziu a infiltracdo de neutrofilos.

Assim, foi possivel sugerir que, ao se desafiar com Salmonella (via intraperitoneal)
animais previamente tratados com LPp3, ja haviam no sitio infeccioso neutrdfilos, cuja
a acao fagocitica teria sido responsavel pela diminuicdo na carga bacteriana local e
no sangue nas primeiras 24h de infec¢gdo. Contudo, a via de administragdo de LPp3 e
o protocolo usado no presente estudo difere daquele usado por Sousa et al., (2020),
de forma que nao pudemos assumir que LPp3 teria efeito inflamatoério. De fato, como
discutido acima, nossos dados sugeriram um efeito anti-inflamatério de LPp3 quando
a mesma € administrada de forma endovenosa apds o inicio da infeccdo

intraperitoneal.

Na tentativa de determinar alguns dos possiveis mecanismos imunes envolvidos e
considerando a importancia de mediadores inflamatérios na imunidade inata, os niveis
de expressao génica das citocinas pro-inflamatérias TNF-alfa e IL-6 e da citocina anti-
inflamatadria IL-10 foram determinados de forma semiquantitativa por RT-PCR tempo
real. Os dados demonstraram que as dosagens de LPp3 de 1 e 5 mg/kg nao
influenciaram de forma significativa os niveis de expressao de TNF-alfa (Fig. 7) e IL1-

beta em relagédo a animais infectados e nao tratados (Fig. 8).

Por outro, a dosagem de 10 mg/kg aumentou a expressao dessas citocinas mais
de cem vezes. Foi possivel observar que, apds a infecgdo, a expressao da citocina
anti-inflamatéria IL-10 foi diminuida de forma semelhante em todos os grupos em
relagéo aos animais nao tratados (Fig. 9).



35

Figura 7- Expressao génica de citocinas em camundongos Swiss em modelo de
salmonelose experimental seguido de tratamento com LPp3. Os dados mostram que
as dosagens de LPp3 de 1 e 5 mg/kg n&o influenciaram de forma significativa os niveis

de expressao de TNF-alfa.
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Figura 8 - Expressao génica de citocinas em camundongos Swiss em modelo de
salmonelose experimental seguido de tratamento com LPp3. Os dados mostram que
as dosagens de LPp3 de 1 e 5 mg/kg n&o influenciaram de forma significativa os niveis

de expressao de IL-beta. *

IL-1 beta
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Figura 9 - : Expressao génica de citocinas em camundongos Swiss. Observa-se que
a dosagem 10 mg/kg aumentou a expressao dessas citocinas mais de cem vezes. A
expressao da citocina anti-inflamatéria IL-10 foi diminuida de forma semelhante em
todos os grupos em relagcéo aos animais nao tratados
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Anteriormente, Tavares et al., (2021) demonstrou que os tratamentos com LPp2
diminuiram a expressao génica de TNF-alfa, IL1-beta, IL-6 e também IL-10 em
culturas de macrofagos estimuladas com lipopolissacarideo (LPS). Apesar de que os
pesquisadores demonstraram que os tratamentos in vivo produziram uma ag¢ao anti-
inflamatoria apds o desafio com Salmonella, o nivel de expressdo de citocinas nos
camundongos néo foi determinado. Ja o trabalho de Sousa et al. (2020) com LPp3,
demonstrou que a quantidade de TNF-alfa e IL1- beta estavam elevadas no fluido
peritoneal, possivelmente devido a introducdo das proteases e da bactéria no

peritbneo desses animais no modelo utilizado.

No entanto, nesse estudo, houve elevacdo dos niveis de IL-10 no sangue dos
animais tratados com LPp3 No presente estudo, a expressao das citocinas TNF-alfa
(Fig.7) e IL1-beta também diminuida nos animais infectados que receberam
dexametasona em relacado aos nao tratados (Fig.8). Essa droga é um glicocorticoide
anti-inflamatério esteroidal que atua devido a inibicdo da enzima Fosfolipase A2 e
consequente bloqueio da cascata do acido araquidénico, impedindo a formacgao de
prostaglandina, tromboxano e leucotrienos, além de reduzir o recrutamento e adesao

leucocitaria, o que leva a redugao local de liberagao de citocinas inflamatérias.

Apesar de que os efeitos da dexametasona no modelo de infec¢gado estudado nao
estdo claros, cabe ressaltar que a droga é indicada em dosagens altas (3 mg/kg,
inicialmente, e 1 mg/kg a cada 6h até 48 h) em pacientes com febre tifoide grave
(Manual MSD, 2022). Tomados juntos, os dados sugerem que a agao anti-inflamatoria
observada pode ter sido resultado da ativacdo de outros mediadores ndo pesquisados

neste estudo, possivelmente TGF-beta.
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6 CONCLUSAO

A planta medicinal C. procera apresenta moléculas bioativas que tém sido isoladas
e purificadas para utilizagdo como alternativa para tratamentos de infeccdes. Nossos
resultados demonstraram que o tratamento com LPp3 produziu ag&o anti-inflamatoria
em todas as dosagens testadas, diminuindo a infiltracdo de leucécitos na cavidade
peritoneal de camundongos desafiados com Salmonella. Este efeito nao foi
relacionado a elevagao dos niveis de IL-10 no sangue dos animais tratados com LPp3.
Os dados sugerem que a agao anti-inflamatoria observada pode ter sido resultado da
ativacdo de outros mediadores nao pesquisados neste estudo, possivelmente TGF-

beta.

Apesar de que tais propriedades anti-inflamatorias possam ser uteis para o manejo
de processos inflamatoérios derivados de infecgdes bacterianas, ndo houve beneficio
claro da administracdo de LPp3 no controle das fases iniciais da infecgao por

Salmonella.
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