UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA
RENORBIO

LECTINAS VEGETAIS DE Cratylia argentea E Canavalia brasiliensis
COMO ADJUVANTES TERAPEUTICOS CONTRA INFECCOES POR

Salmonella

JACQUELINE ELLEN CAMELO BATISTA ALBUQUERQUE

RECIFE - PE

2017



RENORBIO

Universidade Federal Rural de Pernambuco

Programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia
Ponto Focal de Recife-PE

LECTINAS VEGETAIS DE Cratylia argentea E Canavalia brasiliensis COMO
ADJUVANTES TERAPEUTICOS CONTRA INFECQOES POR Salmonella

Jacqueline Ellen Camelo Batista Albuquerque

Recife — PE

2017



RENORBIO

Universidade Federal Rural de Pernambuco

Programa de Pds-graduacao em Biotecnologia
Ponto Focal de Recife-PE

LECTINAS VEGETAIS DE Cratylia argentea E Canavalia brasiliensis COMO
ADJUVANTES TERAPEUTICOS CONTRA INFECCOES POR Salmonella

Jacqueline Ellen Camelo Batista Albuquerque

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pos-graduacéo em
Biotecnologia (PPGB) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, como requisito para a obtencéo do grau de Doutor em

Biotecnologia.
Area de concentracdo: Biotecnologia em recursos naturais

Linha de pesquisa: Bioprospeccao, biodiversidade e conservacao

Orientador: Prof. Dr. José Vitor Moreira Lima Filho

Co-orientador: Prof. Dr. Mércio Viana Ramos

Recife-PE
2017



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Central, Recife-PE, Brasil

A345L  Albuquerque, Jacqueline Ellen Camelo Batista
Lectinas vegetais de Cratylia argentea e Canavalia brasiliensis
como adjuvantes terapéuticos contra infec¢des por Salmonella /
Jacqueline Ellen Camelo Batista Albuquerque. — 2017.
109 f. @il

Orientador: José Vitor Moreira Lima Filho.

Coorientador: Marcio Viana Ramos.

Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduacao em
Biotecnologia — RENORBIO, Recife, BR-PE, 2017.

Ponto focal em Pernambuco — Universidade Federal Rural
de Pernambuco..

Inclui referéncias.

1. ConBr 2. CFL 3. Antigeno capsular Vi 4. Adjuvante
terapéutico 5. Adjuvante vacina, 6. Receptores Toll-Like
I. Lima Filho, José Vitor Moreira, orient. Il. Ramos, Mércio Viana,
coorient. lll. Titulo

CDD 620.8




Jacqueline Ellen Camelo Batista Albuquerque

LECTINAS VEGETAIS DE Cratylia argentea E Canavalia brasiliensis COMO
ADJUVANTES TERAPEUTICOS CONTRA INFECCOES POR Salmonella

Tese apresentada a Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO) para obtencéo
do titulo de Doutor em Biotecnologia.

Area de concentracéo: Biotecnologia em recursos naturais

Aprovado em 14 de marco de 2017 por:

5° Examinador: Prof. Dra. Ana Lucia Figueiredo Porto (Titular - UFRPE)

Recife-PE
2017



Dedico este trabalho a minha amada familia:
Aos meus pais Luzia Camelo e Eude Batista;
Ao meu irmao Glauber Batista;

Ao meu esposo Antonio Albuquerque.



AGRADECIMENTOS

Meus sinceros votos de agradecimentos a todos que colaboraram para a realizacéo

deste trabalho, em especial:
A Universidade Federal Rural de Pernambuco, pela formag&o profissional.

As fontes financiadoras: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolbgico (CNPq), Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) e Fundacédo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE),

pelo apoio financeiro.

Ao meu orientador Dr. José Vitor Moreira Lima Filho, com o qual eu tive a honra de
conviver e trabalhar durante essa longa jornada de estudos e pesquisa no Laboratério
de Microbiologia e Imunologia (LAMIM). Agradeco por ter confiado em mim ha quase
oito anos atras, quando me presenteou com o0 seu consentimento para integrar a sua
equipe de pesquisa. Sem duvida, a sua orientacdo foi essencial para a minha
formacdo académica. Obrigada pelas inUmeras oportunidades durante todos esses

anos. Sou muito grata por tudo!

Ao meu co-orientador Dr. Marcio Viana Ramos, pela receptividade em seu laboratério
para a obtencdo das lectinas vegetais. Agradeco ainda pelo apoio, orientagéo,
sugestdes e por ter sido solicito em todos os momentos. Sua co-orientacdo foi

fundamental para o desenvolvimento desde trabalho.

Ao Dr. Pietro Mastroeni, pela oportunidade de realizar parte dos meus experimentos
sob a sua supervisdo em uma instituicdo internacional, a Universidade de Cambridge.
Essa experiéncia foi essencial para o meu desenvolvimento pessoal e profissional.
Serei eternamente grata pelo seu apoio e sugestdes que foram imprescindiveis para

0 desenvolvimento dessa pesquisa.

A Maria Helena, médica veterinaria responséavel pelo biotério experimental do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE), e ao Laboratério Nacional
Agropecuario (LANAGRO/PE), por cederem gentilmente os animais para a realizagéo

da presente pesquisa.



Ao Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia, bem como seu corpo docente,
funcionéarios e colegas que contribuiram para a concretizacdo deste trabalho. Em

especial, & Profa. Aurea Wischral, por ter sido sempre solicita.

Aos integrantes do Laboratério de Microbiologia e Imunologia (LAMIM), Ana Clarissa,
Danielle Cristina, Laisla Andrade, Lethicia Tavares, Paula Fernanda, Taciana Ralph,

Rayza Alves e Renata Vaz pela convivéncia e apoio indispensaveis.

Aos integrantes do grupo de pesquisa do Laboratorio de Biologia e Bioquimica de
Proteinas Vegetais (UFC), em especial a Ayrles Silva, pelo ensino das técnicas de
extracao e purificacdo de lectinas vegetais, e a Carolina Viana, pelo carinho, apoio e

convivéncia durante o periodo de pesquisa em Fortaleza.

Aos integrantes do Laboratério de infecgbes bacterianas “BIG LAB”, em especial a
Omar Rossi e Srishti Gupta, pela excelente convivéncia e suporte durante meu
periodo de pesquisa na Inglaterra, na Universidade de Cambridge. Sou muito grata
por tudo!

Aos membros da banca examinadora, Dr. Marcio Ramos, Dr. Claudio Camara, Dr.
Valdemiro Junior, Dr. Jacques Nicoli e Dra Ana Porto, pela disponibilidade de

participar e pelas contribuicdes acerca deste trabalho de tese.

Aos integrantes do Laboratério de infecgcdes bacterianas “BIG LAB”, em especial a
Omar Rossi e Srishti Gupta, pela excelente convivéncia e suporte durante meu
periodo de pesquisa na Inglaterra, na Universidade de Cambridge. Sou muito grata
por tudo!

As companheiras da pos-graduacdo, Catarina Ramos e Amanda Alencar, pela
amizade e apoio, dividindo as alegrias e angustias vividas durante essa longa jornada

do doutorado.

As amigas Cecilia Oliveira, Fernanda Moura e Renata Vaz, pelo suporte em todos os

momentos. A amizade de vocés é, sem duvida, essencial na minha vida.



RESUMO

Lectinas vegetais representam uma classe de proteinas que desempenham diversas
atividades biologicas, incluindo a acdo imunomoduladora. Recentemente, as lectinas
ConBr (Canavalia brasiliensis) e CFL (Cratylia argentea) demonstraram a capacidade
de modular a cascata pro-inflamatéria de citocinas, bem como a producédo de 6xido
nitrico em modelo murino de infecgédo por Salmonella. Moléculas imunomoduladoras
representam uma alternativa promissora na prevencao e no tratamento de infecc¢oes,
podendo atuar nos mecanismos imunoldgicos naturais e adaptativos do hospedeiro,
aprimorando a eficacia de antibidticos e vacinas contra patégenos. Diante disso, este
estudo avaliou o potencial biotecnoldgico das lectinas, ConBr e CFL, como adjuvantes
terapéuticos, frente ao antigeno vacinal Vi de S. Typhi, que tem sido usado com
sucesso limitado para imunizacdo contra a febre tifoide. Inicialmente, foram realizados
ensaios de citotoxicidade das lectinas em cultura de macréfagos peritoneais murinos
para definir as concentracdes proteicas ndo tdéxicas de uso nos ensaios. A seguir, 0S
macréfagos foram tratados com as lectinas e infectados por uma cepa virulenta de
Salmonella Typhimurium. Para tanto, os macréfagos foram incubados com as lectinas
ConBr e CFL (1 e 10 pg/mL) antes (tratamento preventivo) ou apds (tratamento
curativo) infecgcdo experimental com Salmonella. Foram realizadas analises de
viabilidade celular dos macréfagos, quantificacdo intracelular bacteriana e expressao
génica de INOS, citocinas pro- e anti-inflamatérias e receptores Toll-like (TLR2, TLR4
e TLR9). Ambos os tratamentos preventivo e curativo reduziram significativamente a
quantificacdo bacteriana intracelular de Salmonella e aumentaram a viabilidade celular
dos macrofagos. Os tratamentos preventivos com CFL aumentaram os niveis de
transcritos para IL-6 e TNF-a, ja ConBr induziu o aumento de IL-12 (p40). No
tratamento curativo, CFL induziu expressao significativa de IL-12 (p40), enquanto
ConBr aumentou a expresséo génica de IL-1B e TNF-a. Além disso, o tratamento
curativo com CFL foi capaz de aumentar cerca de 130 vezes a expressao de TLR-4 e
24 vezes a expressao de TLR2. Considerando a importancia dos receptores TLR2 e
TLR4 para o controle da infeccdo por Salmonella, este trabalho avaliou a participacéo
desses receptores na acdo imunomoduladora da lectina CFL. Para tanto, macréfagos
derivados da medula 6ssea (BMDM) e duplo nocautes para TLR2/TLR4 foram
tratados com a lectina e a expressao génica das citocinas IL-13, TNF-a e IL-6 foi
avaliada. Os BMDM demonstraram elevados niveis de expressao génica, induzindo o
aumento de cerca de 258 vezes para IL-183, 233 vezes para IL-6 e 25 vezes para TNF-
a. No entanto, BMDM duplo nocautes para TLR2/TLR4, produziram niveis
significativamente mais baixos de transcritos. Por fim, ConBr e CFL foram testados
como adjuvante vacinais em camundongos Swiss imunizados com antigeno Vi
purificado, através da avaliagdo de anticorpos IgG anti-Vi. Os resultados mostraram
que as lectinas CFL e ConBr nédo foram capazes de induzir o aumento no titulo de
anticorpos especificos IgG anti-Vi. Apesar das lectinas ndo terem demonstrado
potencial adjuvante vacinal frente ao antigeno Vi, tais proteinas apresentaram
propriedades terapéuticas benéficas no controle de células infectadas por Salmonella,
além de serem capazes de interagir com receptores do tipo Toll, essenciais na
ativacdo da resposta imune inata e desenvolvimento da resposta adaptativa. Assim,
tais resultados representam uma perspectiva promissora para o desenvolvimento de
novos farmacos contra Salmonella.

PALAVRAS-CHAVE: ConBr, CFL, antigeno capsular Vi, adjuvante terapéutico,
adjuvante vacinal, receptores Toll-Like.



ABSTRACT

Plant lectins represent a class of proteins that perform various biological activities,
including an immunomodulatory actions. In particular, lectins ConBr (Canavalia
brasiliensis) and CFL (Cratylia argentea) have demonstrated an ability to modulate
cytokines of the proinflammatory cascade as well as the production of nitric oxide in
the murine model of Salmonella infection. Immunomodulatory molecules represent a
promising alternative in the prevention and treatment of infections and can enhance
immunological and adaptive mechanisms of the host improving the efficacy of
antibiotics and vaccines against pathogens. This study evaluated the biotechnological
potential of the ConBr and CFL as therapeutic and vaccine adjuvants against the
antigen Vi from S. typhi, which has been used with limited success for immunization
against typhoid fever. Initially, cytotoxicity assays with lectins were performed with
cultured murine peritoneal macrophages to define non-toxic proteins concentrations
for assays. Then, macrophages were treated with lectins and infected with a virulent
strain of Salmonella Typhimurium. For this purpose, macrophages were incubated with
ConBr and CFL lectins (1 and 10 ug / mL) before (preventive treatment) or after
(curative treatment) the onset of infection. The following analyses were conducted:
macrophage cell viability, intracellular bacterial quantification, INOS plus pro-and anti-
inflammatory cytokines and Toll-like receptor's (TLR2, TLR4 and TLR9) gene
expression. Both preventive and curative treatments significantly reduced the
intracellular bacterial load and increased cell viability of infected macrophages. In the
preventive treatment with CFL there was an increase in the level of transcripts for IL-6
and TNF-a, whereas ConBr induced an increase of IL-12 (p40). In the curative
treatment, CFL induced significant expression of IL-12 (p40), whereas ConBr
increased gene expression of IL-1 and TNF-a. In addition, the curative treatment with
CFL increased approximately 130 fold the expression of TLR-4 and 24 fold expression
of TLR2. In view of the importance of the TLR2 and TLR4 for the control of Salmonella
infection, we evaluated the participation of these receptors in the immunomodulatory
action of the CFL. Thus, bone marrow-derived macrophages (BMDM) knockout for
TLR2/TLR4 were treated with the lectin and gene expression for IL-13, TNF-a and IL-
6 cytokines was evaluated. Naive BMDM demonstrated high levels of gene
expression, increasing 258-fold the number of transcripts for IL-13, 233-fold for IL-6,
and 25-fold for TNF-a. Conversely, double knockout BMDM for TLR2/TLR4 produced
low levels of transcripts. Finally, ConBr and CFL were tested as vaccine adjuvants in
Swiss mice immunized with the purified Vi antigen through evaluation of anti-Vi IgG
antibodies. The results showed that as CFL and ConBr lectins were not able to induce
an increase of specific IgG anti-Vi antibodies. Although the lectins did not demonstrate
a potential as vaccine adjuvant against the Vi antigen, they showed therapeutic
properties beneficial to the control of Salmonella-infected macrophages and were
capable to interact with Toll-like receptors, which play a key role on activation of innate
immune response and development of adaptive immune response. Such results
represent a promising prospect for the development of new drugs against Salmonella.

KEYWORDS: CFL, ConBr, Vi antigen, therapeutic adjuvant, vaccine adjuvant, Toll-
Like receptors.
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1. INTRODUCAO

Lectinas vegetais sdo proteinas capazes de se ligar reversivelmente a
carboidratos especificos. Diversos efeitos biologicos tém sido atribuidos a essas
proteinas, tais como atividade antitumoral (FU et al., 2011), antibacteriana
(CHARUNGCHITRAK et al., 2011), antioxidante (JIMENEZ et al., 2014), inseticida
(AFOLABI-BALOGUN et al., 2012), anti-inflamatoria (SILVA et al., 2010), efeito
vasodilatador (ASSREUY et al., 2009), adjuvante (CARDOSO et al., 2012), entre
outras.

Souza e colaboradores (2013) apresentaram um estudo de revisdo em que
descrevem diversas lectinas vegetais com potencial de ativar células imunolégicas e
induzir a producédo de citocinas inflamatorias. Substancias capazes de modular a
resposta imunoldgica representam uma alternativa promissora para a prevencao e
tratamento de infec¢des, podendo atuar nos mecanismos imunolégicos naturais e
adaptativos do hospedeiro e aprimorar a eficacia dos antibiéticos e vacinas, sendo
entdo denominados de adjuvantes terapéuticos. A essa nova ferramenta de estudos
da-se o nome de terapia adjuvante. Essa terapia visa essencialmente iniciar ou
aprimorar a imunidade antimicrobiana enquanto limita os danos causados pela
inflamacdo (HANCOCK et al., 2010; MAISONNEUVE et al., 2014).

As lectinas das leguminosas Cratylia argentea (CFL) e Canavalia brasiliensis
(ConBr) sdo glicose/manose especificas e tém sido investigadas quanto ao seu
potencial imunomodulatério. Por exemplo, Silva e colaboradores (2011)
demonstraram o potencial imunomodulatério da lectina ConBr em ensaios in vitro,
onde tal lectina foi capaz de induzir o aumento na producao das citocinas interleucina-
2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6) e interferon-gama (IFN-y) e uma diminui¢cdo na producgéo
de interleucina-10 (IL-10), além da liberacdo de oxido nitrico (NO) em cultura de
esplendcitos murinos. Tal potencial esta relacionado a capacidade de interacéo entre
as lectinas e acucares presentes na superficie de células imunologicas, resultando na
transducéo de sinal e consequente producao de citocinas (LAN; NG, 2011).

Além da producdo de mediadores inflamatérios, ConBr tem demonstrado
potencial para estimular a ativacdo de células T (BARBOSA et al., 2001; BARRAL-
NETO et al.,1992) e induzir o recrutamento de macrofagos em experimento de

imunizacado contra infeccdo causada por Leishmania amazonensis (TEIXEIRA et al.,
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2006). Ja a lectina CFL, quando utilizada em modelo de inflamacao de edema de pata
murino, foi capaz de inibir a migracdo de neutroéfilos (ASSREUY et al., 1997). Além
disso, tal proteina induziu niveis intermediarios de proliferacéo de linfocitos por células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) (BARRAL-NETO et al., 1992).

Recentemente, Silva e colaboradores (2016) demonstraram que ambas as
lectinas ConBr e CFL séo fitoterapicos capazes de modular a cascata de citocinas pré
e anti-inflamatérias, além de produzir 6xido nitrico, apds infeccdo de camundongos
suicos por uma cepa virulenta de Salmonella Typhimurium. Esses resultados séo de
grande relevancia, pois sugerem que tais moléculas representam uma alternativa
promissora para 0 uso na terapia adjuvante contra Salmonella.

Os membros pertencentes ao género Salmonella sdo patdégenos intracelulares
facultativos capazes de sobreviver dentro de fagdcitos, tais como macréfagos e
células dendriticas. Tal género possui diversas espécies de importancia médica,
incluindo Salmonella Typhi. Essa espécie € o agente causador da febre tifoide, uma
doenca febril aguda transmitida através de &agua e alimentos contaminados
(ONWUEZOBE et al., 2012). O tratamento contra essa enfermidade em adultos é feito
com o uso de fluoroquinolonas (CHINH et al., 2000). Todavia, o surgimento de
resisténcia a essa classe de antibiéticos tem se tornado um problema de saude
publica, particularmente nos paises em desenvolvimento (ZAKI; KARANDE, 2011).
Desta forma, a vacinacdo em areas endémicas é uma alternativa eficaz na prevencao
da doenca.

Atualmente, duas vacinas estdo amplamente licenciadas para uso contra a
febre tifoide, a vacina atenuada Ty2la (Vivotif, PaxVax) e o antigeno capsular Vi
purificado (Typhim Vi, produzida pela Sanofi Pasteur) (JACKSON et al., 2015). Tais
vacinas tém como desvantagens o tempo de memdria imunoldgica limitado e o fato
de ndo possuirem alto poder imunogénico, além de nao induzirem protecédo eficaz
contra a febre tifoide em criancas menores de 2 anos, grupo onde a incidéncia &
comprovadamente alta (GUZMAN et al., 2006; SINHA et al., 1999).

Com vistas ao desenvolvimento de uma nova formulagao vacinal que confira
maior tempo de protecdo imunoldgica, novos conjugados tém sido pesquisados
(MACLENNAN et al., 2014). Vacinas conjugadas apresentam maior eficacia, ja que
tém o potencial de recrutar células T para a produ¢éo de anticorpos contra o0 antigeno

Vi (MICOLI et al., 2011). Por exemplo, a vacina do antigeno Vi conjugada a
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exoproteina recombinante A de Pseudomonas aeruginosa Vi-(rEPA) tem
demonstrado alta eficacia em criancas (LIN et al.,, 2001). Tal vacina encontra-se
licenciada, mas seu uso ainda esta restrito a alguns paises (SZU, 2013). Outras
moléculas tém sido testadas como adjuvantes vacinais do antigeno Vi, no entanto ndo
h& relatos de estudos co-administrando lectinas vegetais como potencializadores
desta resposta.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou investigar o potencial
biotecnolégico das lectinas de leguminosas ConBr (Canavalia brasiliensis) e CFL

(Cratylia argentea) como adjuvantes terapéuticos contra Salmonella.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lectinas Vegetais

A diversidade molecular no reino vegetal oferece uma grande fonte de
compostos com atividades promissoras no campo terapéutico, incluindo as lectinas
vegetais. Tais proteinas constituem um importante grupo de moléculas,
particularmente devido as diversas propriedades biolégicas atribuidas a elas. As
lectinas (termo derivado do latim “legere”, que significa “para selecionar”’) sdo um
grupo de proteinas de origem nao-imunoldgica capazes de se ligar especifica e
reversivelmente a carboidratos (GOLDSTEIN et al., 1980).

Lectinas vegetais tém demonstrado diversas atividades, tais como acao
antitumoral, antimicrobiana, antioxidante, inseticida, antinociceptiva, anti-inflamatoria
e vasodilatadora (AFOLABI- ASSREUY et al., 2009; BALOGUN et al.,, 2012;;
CHARUNGCHITRAK et al., 2011; FU et al., 2011; JIMENEZ et al., 2014; SILVA et al.,
2010). Além disso, tais proteinas estdo envolvidas na identificacdo de grupos
sanguineos, aglutinacdo de micro-organismos e estimulagdo mitogénica de células
imunologicas (CHAN et al., 2012; DELBAERE et al., 1990; RAMOS et al., 2016).
Ainda, as lectinas vegetais possuem potencial terapéutico, podendo ser utilizadas
como instrumentos para o diagnostico, profilaxia e tratamento de diversas doencas
(MAJEE; BISWAS, 2013).

A definicdo de lectinas atualmente mais utilizada caracteriza tais moléculas
como proteinas que possuem no minimo um dominio ndo-catalitico que se liga
reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos (PEUMANS; VAN DAMME,
1995). A classificacdo das lectinas € feita de acordo com as suas caracteristicas
estruturais, estando subdividas em quatro classes distintas: as merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (VAN DAMME et al., 2008). As
merolectinas possuem exclusivamente um unico dominio ligante a carboidratos e nao
sdo capazes de precipitar ou aglutinar células devido a sua estrutura proteica
monovalente. Como exemplo desse subtipo estdo as heveinas, lectinas isoladas da
espécie Hevea brasiliensis (VAN PARIJS et al., 1991). Ja as hololectinas possuem
dois sitios de ligagdo a carboidrato, sendo capazes de se ligar a um ou mais

carboidratos semelhantes estruturalmente. As lectinas pertencentes a essa classe sao
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capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Tal classe tem sido a mais
estudada, pois inclui a maioria das lectinas de plantas conhecidas. Por exemplo, a
lectina ConBr de Canavalia brasiliensis. As quimerolectinas sé&o proteinas que, além
do dominio ligante de carboidrato, possuem outro dominio de funcao distinta, agindo
este ultimo independentemente do dominio de ligagdo a carboidratos. Quanto ao
namero de sitios de ligacbes a acgucares, as proteinas classificadas como
guimerolectinas agem como merolectinas ou hololectinas (PEUMANS; VAN DAMME,
1995). Por fim, as superlectinas foram a classe mais recentemente descrita e sao
caracterizadas como proteinas que possuem mais de um sitio de ligacdo a
carboidratos, entretanto, esses possuem diferencas estruturais (VAN DAMME et al.,
1998).

A distribuicdo das lectinas se apresenta de maneira ubiqua na natureza, sendo
encontrada em animais, micro-organismos e plantas. No reino vegetal, tais proteinas
podem ser encontradas em algas (AINOUZ; SAMPAIO, 1993) musgos (MOLINA;
VICENTE, 1995), gimnospermas (SANTI-GADELHA et al., 2006) e angiospermas
(KAUR et al., 2005). As lectinas extraidas de plantas tém sido bastante estudadas e
caracterizadas quanto as suas funcdes e estruturas, especialmente aquelas isoladas
da familia Leguminosae. Sua principal fonte sdo as sementes maduras,
particularmente nos cotilédones, local cuja funcdo consiste na reserva de nutrientes
utilizados durante o processo germinativo. As lectinas representam cerca de 2 a 10%
do total de proteinas presentes nas sementes (DIAZ et al., 1999). No entanto, essas
proteinas podem ser isoladas de outros tecidos da planta, como raiz (NAVARRO;
PEREZ, 1990), folhas (SHIMOKAWA et al., 2016), fruta (WEARNE et al., 2013), flores
(SUSEELAN et al., 2002) e casca (MACIEL et al., 2012).

A familia Leguminosae (Fabaceae s.l.) constitui uma das maiores familias de
fanerégamas, sendo reconhecidos atualmente 727 géneros e cerca de 19.325
espécies (LEWIS et al. 2005). Apesar de apresentar sequéncias de aminoacidos
bastante similares, as lectinas de leguminosas diferem quanto a sua especificidade
de ligacdo a hidratos de carbono (VAN DAMME et al., 1998). Dentro da familia
Leguminosae esta a subtribo Diocleinae, constituida por 13 géneros: Calopogonium,
Camptosema, Canavalia, Cratylia, Cleobulia, Collaea, Cymbosema, Dioclea, Galactia,
Herpyza, Luzonia, Macropsychanthus e Pachyhizus (POLHILL, 1981). De maneira

geral, as lectinas pertencentes a subtribo Diocleinae possuem estruturas multiméricas
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compostas de mondémeros de 25,5 KDa e exibem a caracteristica dimero-tetramero
dependente de pH (CALVETE et al., 1999). Tais moléculas se caracterizam como
metaloproteinas, pois requerem ions divalentes (Ca2+ e Mn2+) para desenvolver
completamente seus efeitos biologicos (SANZ-APARICIO et al., 1997). Todas as
lectinas dessa subtribo possuem como especificidade principal de reconhecimento os
carboidratos D-manose e D-glicose (CAVADA et al., 2001).

A reatividade de varias lectinas presentes na subtribo Diocleinae foi avaliada
por Ramos e colaboradores (2002), comprovando que, embora tais proteinas
possuam afinidade para os mesmos carboidratos, essas lectinas possuem
flexibilidade em suas especificidades finas, pois interagem com uma ampla variedade
de carboidratos simples e podem reconhecer também estruturas glicanas complexas
e com diferentes conformacdes estruturais.

A lectina concanavalina A, purificada a partir das sementes de Canavalia
ensiformis, foi a primeira lectina a ser isolada (SUMMER; HOWEL, 1936),
sequenciada e caracterizada quanto a sua estrutura tridimensional determinada por
cristalografia de raio-x (DEREWENDA et al., 1989). Assim, tal lectina tem sido a
melhor caracterizada até o momento (CAVADA et al., 2001). Outras lectinas com
similaridade a ConA tém sido isoladas das sementes de espécies da mesma subtribo
Diocleinae. Dentre elas, estdo as lectinas ConBr e CFL isoladas das espécies
Canavalia brasiliensis e Cratylia argentea, respectivamente.

2.1.1. As lectinas de Canavalia brasiliensis e Cratylia argentea

Canavalia brasiliensis Mart. ex Benth (Fabaceae) € conhecida popularmente
como feijdo bravo do Ceara, encontrada nas regides Sudeste e Nordeste do Brasil e
adaptada a solos de baixa fertilidade (CRUZ et al., 1995). ConBr, a lectina isolada das
sementes de C. brasiliensis, € uma proteina constituida de 237 residuos de
aminoacidos que possui heterogeneidade na posicdo 96 (Ser/Thr), sugerindo a
existéncia de duas isoformas (MOREIRA; CAVADA, 1984). Tal lectina é caracterizada
como um mondmero constituido de um polipeptideo 30KDa (cadeia a) e por duas
porcoes de fragmentos pequenos de 16KDa e 12KDa (cadeias 3 e y, respectivamente)
(GRANGEIRO et al., 1997).
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ConBr tem sua estrutura cristalogréfica definida e possui 99% de similaridade
na estrutura primaria quando comparada a lectina de Canavalia ensiformis (ConA),
representante da mesma familia que possui idéntica especificidade de carboidratos
ligantes (GRANGEIRO, 1996). A estrutura molecular de ConBr pode variar em dimero
e tetramero, dependendo do pH (GRANGEIRO et al., 1997). Além disso, tal lectina
possui especificidade para D-glicose, D-manose e derivados, porém essa proteina
tem ainda afinidade por cadeias ramificadas de trimanosideo, 3,6-di-O-(-a-D-
manopiranosil)-D-manose, 0s quais sao encontradas em regides-nucleo de todos os
carboidratos ligados a asparagina (N-Ligados) (DAM et al., 2000).

A interacdo de ConBr com receptores glicosilados presentes nas superficies
celulares resulta em diversas atividades biolégicas, tais como: atividade antitumoral
(FAHEINA-MARTINS et al., 2012), cicatrizante (SILVA et al., 2009), neuroprotetora
(JACQUES et al., 2013; RUSSI et al., 2012), antidepressiva (BARAUNA et al., 2006),
antinociceptiva (PIRES et al., 2011) e vasodilatadora (ASSREUY et al., 2009). Devido
aos diversos efeitos biologicos atribuidos a ConBr, tal proteina tem sido amplamente
utilizada como ferramenta em pesquisas de biologia celular e imunologia.

A espécie vegetal Cratylia argentea (sindbnimos: Cratylia desvauxii, Cratylia
dichrona, Cratylia floribunda, Cratylia nitens, Cratylia nutans, Cratylia pauciflora,
Dioclea dichrona e Dioclea pauciflora) pertence a subtribo Diocleinae (Fabaceae). Tal
espécie é um arbusto nativo da Amazénia, sendo encontrada em cerrados-caatinga e
florestas sazonais e sdo exclusivas da América do Sul (QUEIROZ, 2016b). A partir
das sementes dessa espécie € obtida a lectina denominada CFL, uma hololectina
caracterizada por trés grupos de bandas proteicas em torno de 25,397 + 3 para a
cadeia a, 12,847 = 2 para o fragmento B e 12,568 + 2 Da para o fragmento v
(CALVETE et al., 1999). Tal lectina pode ser isolada através de cromatografia de
afinidade em coluna de sephadex-G50, sendo eluida em tampé&o de glicose, ja que
possui afinidade pelos carboidratos D-glicose e D-manose (OLIVEIRA et al., 1991).

A lectina CFL tem sido bastante estudada quanto a sua estrutura, entretanto
pouco pesquisada no que se refere aos seus efeitos bioldgicos. Dentre as principais
atividades, destacam-se: efeito citotoxico e genotoxico em linhagem de células
tumorais resistentes (FAHEINA-MARTINS et al., 2011), efeito antibiofilme resultante
da inibicdo na adesdo de estreptococos (TEIXEIRA et al., 2006), efeito anti-

inflamatério mediado por neutréfilos em modelos classicos de inflamag¢do (ASSREUY
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et al., 1997), efeito proliferativo em linfocitos e producao de IFN-y (BARRAL-NETO et
al., 1992) e secrecao de histamina (GOMES et al., 1994). Além disso, tal lectina foi
capaz de alterar os parametros hemodinamicos renais, demonstrando um efeito
caliurético (HAVT et al., 2015).

2.1.2 Potencial imunomodulatério de Lectinas vegetais

A constante ameaca de doencas infecciosas remete a busca continua para o
desenvolvimento de novas terapias a fim de combater micro-organismos patogénicos,
ja que os antibiéticos estdo perdendo sua efetividade rapidamente com o surgimento
de bactérias multirresistentes. Assim, o controle de infeccfes através da modulacéo
da resposta imunoldgica do hospedeiro com o uso de produtos naturais terapéuticos
consiste em uma nova estratégia no combate aos agentes infecciosos. Tais moléculas
sdo denominadas adjuvantes terapéuticos, também conhecidos como
imunomoduladores, que podem ser utilizados isoladamente ou co-administrados com
antibioticos (HANCOCK et al., 2012). Nesse ambito, sdo crescentes os trabalhos
demonstrando o potencial imunomodulatério das lectinas vegetais.

Estudo realizado por Souza e colaboradores (2013) descreve de maneira geral
diversas lectinas vegetais com propriedades imunomoduladoras e 0s mecanismos
responsaveis por esses efeitos. Tal atividade esta relacionada a capacidade de
interacdo dessas proteinas com carboidratos presentes na superficie de células
imunes. Essa interacdo pode desencadear a transducdo de sinal induzindo a
producdo de citocinas e a resposta imunoldgica eficaz contra tumores ou infeccdes
microbianas (LAM; NG, 2011).

Citocinas sado definidas como uma familia ampla e diversa de pequenas
proteinas, que possuem um efeito especifico na interacdo e comunicacdo entre
células. Tais proteinas séo capazes de influenciar ambas as respostas imunologicas
inata e adquirida, sendo as células T auxiliares e os macréfagos as duas principais
populacbes celulares produtoras dessas moléculas (ZHANG; JIANXIONG, 2007).
Pequenas concentracdes de lectinas sdo suficientes para induzir a modulagdo da
resposta imune através da producao de citocinas anti- ou pro- inflamatoérias (UNITT;
HORNIGOLD, 2011).
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De acordo com Souza e colaboradores (2013), as lectinas vegetais podem
induzir resposta celular do tipo-1 (Th1) ou do tipo-2 (Th2). O perfil de células Thl é
caracterizado por secretar as citocinas IFN-y e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
0 que torna esse tipo de células efetoras contra infec¢des intracelulares causadas por
micro-organismos que sdo capazes de se desenvolver dentro de macréfagos (KIDD,
2008). As lectinas Canavalia ensiformis (ConA), Phaseolus vulgaris (PHA-E e PHA-
L), Pisum sativum (PSA) e Triticum vulgaris (WGA) mostraram-se capazes de
desenvolver esse tipo de resposta (Thl) em ensaios in vitro, utilizando cultura de
esplendcitos murinos (MURAILLE et al., 1999).

Ja aresposta do tipo Th2 é caracterizada por induzir a secrecao de interleucina-
4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-13 (IL-13), que s&o
responsaveis pela elevada producéo de anticorpos, ativacdo de eosindfilos e inibicdo
de varias fun¢@es oriundas dos macrofagos, resultando numa resposta independente
da acdo dos macrofagos. Esse perfil de células (Th2) estd associado a resposta contra
parasitas (ROMAGNANI, 1999). Rogerio e colaboradores (2007) verificaram que a
lectina ScLL da espécie Synadenium carinatum (ScLL) foi capaz desenvolver a
resposta do tipo Th2, resultando na reducao do influxo de leucdcitos e producao de
IL-10 em modelo inflamatorio de asma.

No que se refere ao potencial imunomodulatério de ConBr, Silva e
colaboradores (2011) demonstraram que a lectina foi capaz de induzir um aumento
na producdo das citocinas interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6) e IFN-y e uma
diminuicdo da producgéo de IL-10, além da liberacdo de 6xido nitrico em cultivo celular
de esplendcitos murinos. Além disso, Barral-Netto (1992) verificou que tal lectina foi
capaz de estimular a proliferacdo de linfécitos T e a producdo de IFN-y em ensaios
com células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Rodriguez (1992)
demonstrou que ConBr tem efeitos mais pronunciados na estimulacéo de proliferacao
celular de macréfagos peritoneais murinos em resposta a administracdo
intraperitoneal. Ja Andrade e colaboradores (1999) mostraram que ConBr foi capaz
de induzir o aumento de éxido nitrico (NO) em cultivo celular de macrofagos, quando
a proteina € administrada via intraperitoneal em murinos.

Recentemente, o potencial imunomodulatério das lectinas CFL e ConBr foi
avaliado em modelo murino de infeccdo por Salmonella (SILVA et al., 2016). Tais

lectinas foram capazes de modular a cascata de citocinas pré e anti-inflamatorias, bem
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como a producdo de NO ap0s a infeccdo de camundongos suicos por uma cepa
virulenta de Salmonella enterica Sor. Typhimurium. Ainda, pré-tratamentos dessas
lectinas foram capazes de reduzir a carga bacteriana nos 0rgaos internos e aumentar

a taxa de sobrevivéncia dos animais.

2.1.3 Lectinas vegetais e os receptores Toll-Like (TLRS)

O potencial imunomodulatorio de lectinas vegetais tem sido associado a uma
classe de receptores de reconhecimento padrédo (PRRs), denominada receptores Toll-
Like (TLRs) (SILVA; CORREIA, 2014). O primeiro relato sobre a existéncia dos PRRs
da resposta imune inata foi feito por Charles Janeway (1989), em seu trabalho de
monografia. O pesquisador propds que tais receptores ndo somente reconheceriam
as substancias microbianas, como também participariam da sinalizagdo intracelular
(JANEWAY, 2002). Em 1996, a proteina Toll foi identificada em insetos do género
Drosophila, cuja funcdo foi relacionada a protecdo das moscas contra as infeccdes
fungicas (LEMAITRE et al., 1996). Em 1997, o primeiro homologo da proteina Toll foi
identificado e caracterizado em humanos, recebendo a denominagéo de hToll, mais
tarde renomeado de TLR4 (MEDZHITOV et al., 1997).

TLRs séo glicoproteinas integrais de membrana tipo |, que possuem
sequéncias repetidas ricas em leucina (LRRs), flanqueada por motivos enriquecidos
em cisteina (TAKEDA et al., 2003). Tais proteinas sédo altamente conservadas e estao
localizadas na membrana plasmatica ou estruturas endossomais de células
imunolégicas, tais como células endoteliais, mondcitos, macrofagos, neutrofilos,
linfocitos B, além de outros grupos celulares. A nivel molecular, esses receptores s&o
capazes de reconhecer tecidos danificados, através dos padrdes moleculares
associados a danos (DAMPSs), e micro-organismos, através dos padroes moleculares
associados a patdégenos (PAMPSs), incluindo peptideos, lipideos e acidos nucleicos
(KUMAR et al., 2011).

Os TLRs constituem um mecanismo essencial para a ativacdo de células
imunologicas, que pode resultar na expressdo de citocinas pro-inflamatorias, tais
como IL-6, interleucina-1B (IL-18) e TNF-a, e recrutamento de células do sistema
imune do sangue para o sitio de infeccdo. Além disso, as células ativadas via TLRs

sao capazes de induzir mecanismos microbicidas da imunidade inata, tais como a
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producdo de espécies reativas de oxigénio e peptideos antimicrobianos relacionadas
a ativacdo de células fagociticas (HANCOCK et al., 2012; MAISONNEUVE et al.,
2014).

No homem, 10 tipos de TLRs tém sido descritos (TLR1-TLR10), ja em
camundongos existem 13 diferentes TLRs (TLR1-9, TLR11-13) (AKIRA et al., 2006).
Os variados PAMPs podem ser reconhecidos por diferentes TLRs, incluindo o RNA
viral de dupla fita (TLR3), lipopeptideos (o receptor heterodimero TLR2 associado a
TLR1 ou TLR6), o lipopolissacarideo (LPS) (TLR4), a flagelina bacteriana (TLR5), o
RNA viral ou bacteriano de fita simples (TLR7 e TLR8) e DNA nao metilado rico em
CpG (TLR9), dentre outros. Apesar dos TLRs estarem presentes em varios tipos de
células, eles estdo em localizacdes diferentes nas células. Os receptores TLR1, TLR2,
TLR5 e TLR6 estdo presentes na superficie celular, enquanto TLR3, TLR7, TLR8 e
TLR9 sdo expressos em endossomos no meio intracelular (KUMAR et al., 2009). O
receptor TLR4 pode ser expresso tanto na superficie celular quanto nos endossomos
(JIN; LEE, 2008).

O reconhecimento dos ligantes pelos TLRs desencadeara uma cascata de
sinalizacdo que ira resultar na producédo de citocinas pro-inflamatérias e, no caso dos
TLRs endossomais, na inducao de IFN do tipo 1 (O’NEILL, et al., 2013). Inicialmente,
ocorre o recrutamento de proteinas adaptadoras, que irdo se associar através de seu
dominio comum ao receptor Toll/IL1 (TIR) ao TIR do TLR. Com excecao do TLR3,
todos os demais TLRs irdo recrutar a proteina adaptadora fator de diferenciacéo
mieldide 88 (MyD88). Tal proteina poderd se associar a uma outra proteina
adaptadora, denominada IRAK (quinase associada ao IL-1R). Entédo, IRAK interage
com outra quinase TRAF6, ativando TAK1, que irA se associar a proteinas TAB.
Dentre tais proteinas, a TAB1 ativara o complexo quinasico IKK, resultando na
fosforilagdo de IkB e deslocamento do fator nuclear kappa B (NF-kB), que estava
inicialmente inativo no citoplasma, para o nucleo celular, onde promovera a
transcricdo de genes relacionados a resposta inflamatoria, tais como TNF-a e IFN. A
TAK1 também ira ativar membros inclusos na familia das MAP quinase, dentre eles
JNK, p38 e ERK, que podera ativar outro fato transcricional, denominado AP-1
(BECKER; O'NEILL, 2007). Ja os receptores TLR3 e TLR4 s&o capazes de recrutar
um adaptador diferente, denominado TRIF, que causara a dimerizagéo e ativagdo do

inibidor de kinase NF-kB (IKKi) e da quinase de ligagdo do ativador de NF-KB
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associado ao membro da familia TRAF (TBK1). Uma vez ativado, o TBK1/IKKi levara
a fosforilacéo do fator de transcri¢cdo IRF3, causando sua translocacéo para o nucleo
e consequente transcricdo de genes relacionados ao interferon (ARPAIA; BARTON,
2013).

Apesar de ja estar bem estabelecido que os TLRs séo capazes de reconhecer
uma ampla variedade de ligantes encontrados em micro-organismos e no hospedeiro,
alguns estudos tém demonstrado a interagdo entre tais receptores e as lectinas
vegetais. Tais lectinas sdo capazes de modular a resposta imune e producao de
citocinas proé-inflamatérias. Visando identificar os mecanismos pelos quais essa
imunomodulacdo ocorre, pesquisas tém correlacionado a ativacdo de células
imunolégicas pelo tratamento com as lectinas vegetais a expresséo de TLRs. Por
exemplo, a lectina KM quando administrada como terapéutico contra leishmaniose foi
capaz de induzir a resposta Th-1 a partir da producdo de interleucina-12 (IL-12)
dependente do reconhecimento de TLR2 (COLTRI et al., 2008).

Em 2007, Sodhi e colaboradores demonstraram que a lectina melhor
caracterizada até o momento, concanavalina A (ConA), foi capaz de induzir a
expressado de diferentes TLRs em cultura celular de macréfagos murinos. Tal lectina
aumentou a expressao in vitro dos TLRs (1-9), além de induzir a expressdo de
citocinas pro-inflamatérias em macréfagos pré-tratados com diferentes ligantes de
TLRs. Outro estudo demonstrou que macréfagos peritoneais tratados com a lectina
KML-C, de Viscum album colocatum, foram capazes de induzir a producéo de TNF-a.
No entanto, quando essas células foram tratadas com o anticorpo de bloqueio para
TLR4, houve a inibigdo de TNF- a. Tais dados demonstraram que a lectina KLM-C foi
capaz de ativar macrofagos que secretam TNF- a através da interacdo com TLR4 e a
ativacao de suas vias de sinalizagédo (PARK et al., 2010).

Mariano e colaboradores (2014), avaliaram a interacao direta da lectina ArtinM
com N-glicanos presentes no TLR2. Eles verificaram que macréfagos obtidos de
animais nocaute para TLR2 produziram niveis significativamente mais baixos de IL-
12 e IL-10 do que macrofagos de animais naive tratados com ArtinM. Além disso, a
ligacdo dessa lectina com o receptor TLR2 foi notavelmente inibida quando a proteina
foi pré-incubada com seu carboidrato especifico manotriose. Assim, acredita-se que a
ativacado de diferentes TLRs por diferentes lectinas vegetais esteja relacionada com
os diferentes acucares especificos de cada lectina, sugerindo que tal interacao ocorre
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através dos residuos de carboidratos encontrados em diferentes TLRs (UNITT,;
HORNIGOLD, 2011).

2.1.4 Uso de lectinas vegetais como adjuvantes vacinais

De maneira geral, na Ultima década, os avancos cientificos obtidos na area da
biologia molecular e imunologia melhoraram a compreensdo de varias doencas
levando ao desenvolvimento de vacinas mais efetivas (WALMSLEY et al., 2000). A
busca por novas substancias que atuem como adjuvantes capazes de estimular uma
resposta imunologica celular eficaz tém sido uma das contribuigBes mais importantes
para a pesquisa de vacinas.

O termo adjuvante é derivado do latim “adjuvare”, cujo significado € ajudar,
sendo utilizado para designar qualquer composto que aumente a imugenicidade
intrinseca quando usado em combinagdo com um antigeno ou modulando a resposta
imunologica naturalmente induzida contra o antigeno (LYCKE, 2010). A utilizacdo de
substancias com carater adjuvante gera uma resposta imune com alta intensidade, de
maior duracdo e consequentemente mais rapida, utilizando pequena quantidade de
antigeno, podendo assim reduzir os custos na producao de vacinas (RESENDE et al.,
2004). Desta forma, espera-se que o adjuvante seja capaz de promover uma intensa
e prolongada resposta no sistema imunolégico do hospedeiro, prevenindo, assim, a
doenca (AUDIBERT, 2003).

Lectinas vegetais tém demonstrado propriedade biolégica como
imunoadjuvantes. Por exemplo, estudo realizado por Yoon e colaboradores (2001)
demonstraram o potencial adjuvante humoral e celular da lectina KLM-C isolada da
espécie Viscum album coloratum. Ja Cardoso e colaboradores (2012) verificaram que
a lectina ArtinM da espécie Artocarpus integrifolia foi capaz de desenvolver atividade
adjuvante e imunoestimulatéria em modelo de infeccéo de neosporose, induzindo uma
resposta imune do tipo Thl baseada na resposta imune pré-inflamatéria e conferindo
protecdo apos desafio parasitario.

As lectinas vegetais também tém sido descritas como potenciais adjuvantes em
vacinas de mucosas, ja que podem reconhecer glicanos na superficie de células M,
conferindo imunidade contra antigenos administrados via oral (LAVELLE et al., 2001).

Por exemplo, a aglutinina da espécie Ulex europaeus (UEA-1), uma lectina especifica
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de fucose, que seletivamente marca células M no intestino de camundongos (CLARK
et al., 1995).

O potencial adjuvante de ConBr tem sido avaliado em modelo de vacinacao
contra infecgcdo por Leishmania amazonensis. Tal lectina foi capaz de induzir o
recrutamento de células polimorfonucleares e mononucleares (TEIXEIRA et al., 2006).
Considerando que o macrofago € a principal célula hospedeira da Leishmania, o
recrutamento de macréfagos induzido por ConBr foi essencial para o controle desse
patogeno intracelular. Até o momento ndo existem relatos na literatura da lectina CFL

sendo utilizada como molécula adjuvante em infecgbes experimentais.

2.2 0O género Salmonella

O género Salmonella é composto por espécies que apresentam elevada
importdncia para a saude publica, pois estdo entre o0s principais patégenos
responsaveis por surtos infecciosos em todo o mundo. A gastroenterite € o quadro
mais comum associado a infec¢do por Salmonella, seguido por bacteremia e a febre
entérica (MAJOVICZ et al., 2010). As sindromes clinicas causadas por S. enterica
podem ser classificadas em dois grupos: as salmoneloses ndo-tifoides (NTS, infeccao
caracterizada como gastroenterite ou enterite) e as salmoneloses tifoides (TS,
infeccdo sistémica). Dentre os sorotipos TS e NTS destacam-se as espécies
Salmonella enterica sorotipo Typhi (S. typhi), causadora da febre tifoide, e Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium (S. typhimurium), agente etiolégico de gastroenterites
auto-limitantes em varios hospedeiros, respectivamente (GARMORY et al., 2002;
McCLELLAND et al., 2001).

Os representantes desse género pertencem a familia Enterobacteriaceae e se
caracterizam como bacilos Gram-negativos e anaerobios facultativos que estdo
frequentemente associados ao trato intestinal de animais, como comensais ou
patogenos (LAROCK et al., 2015). Além disso, todas as espécies pertencentes ao
género Salmonella séo capazes de fermentar lactose, produzir catalase e sulfeto de
hidrogénio, utilizar citrato como Unica fonte de carbono, hidrolisar a uréia e ndo séo
produtoras de oxidase (WINN et al., 2008).

Este género esta dividido em duas espécies, Salmonella bongori e S. enterica.

Esta ultima é subdividida em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica
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subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica
subsp. indica, S. enterica subsp. houtenae (POPOFF; LE MINOR, 1997). Dentre tais
espécies, 0s sorotipos nao-tifoidais ndo sao restritos ao homem, além de serem a
principal causa de surtos de origem alimentar. Dentre 0s sintomas caracteristicos da
gastroenterite estdo: vomito, ndusea e diarreia.

ApoOs a ingestao de alimentos ou agua contaminada por S. enterica, a acidez
estomacal e a competicdo com a microflora local sdo as primeiras barreiras a serem
enfrentadas pelo patégeno. Ao chegar no ileo distal e ceco, S. enterica inicia sua
patogénese, invadindo o epitélio intestinal através das células M e placas de Peyer.
Macréfagos e células dendriticas fagocitam as bactérias no lumen intestinal, o que
facilita a sua invasdo. Essa habilidade de invaséo e absor¢do da Salmonella pelo
epitélio é conferida por uma série de genes de viruléncia codificada pela ilha de
patogenicidade do tipo 1 (SPI-1). Através do sistema de secrec¢édo do tipo Il (T3SS-1)
codificado pela SPI-1, proteinas bacterianas extracelulares séo injetadas no citosol da
célula hospedeira. Tais proteinas induzem o rearranjo do citoesqueleto, facilitando a
invasdo da Salmonella (KINGSLEY; BAUMLER, 2000). Essa invasao resulta na
posterior proliferagdo dos micro-organismos nos tecidos linfoides do intestino,
atingindo alvos mais internos.

Espécies NTS induzem uma resposta inflamatéria local que resulta na
infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares dentro do limen intestinal, causando
diarreia (JONES et al., 1994). J&4 os sorotipos TS, associados com infeccbes
sistémicas, sdo capazes de se dispersar do trato gastrointestinal para o sangue e
linfonodos mesentéricos, sendo fagocitados por macréfagos residentes no figado,
baco e medula 6ssea (MASTROENI; GRANT, 2011; DUNLAP et al., 1991).

As espécies desse género possuem distintos mecanismos de viruléncia para
evitar a resposta imune do hospedeiro. Por exemplo, ao analisar a dinamica de
disperséo e distribuicdo intracelular de Salmonella enterica em macrofagos e células
dendriticas, Mastroeni e colaboradores (2009) sugerem que tal espécie é resistente
ao ambiente antimicrobiano intracelular e capaz de se dispersar para novos sitios de
infeccéo, onde se desenvolve e evita a resposta imune adaptativa. Assim, 0S sorotipos
associados com doencas sistémicas podem invadir os macréfagos intestinais e se

disseminar através do sistema reticulo endotelial antes de serem capturados pelos
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macrofagos residentes no baco e figado (JONES et al., 1994; MASTROENI; GRANT,
2011).

A sobrevivéncia e proliferacdo em macréfagos estdo relacionadas com a
habilidade de Salmonella em evitar a atividade microbicida no meio intracelular, ja que
este patdégeno pode prevenir a co-localizagdo de NADPH e a sintese de NO na
vesicula que contém a Salmonella (SCV). Isso é causado pelo T3SS-2, um importante
fator de viruléncia codificado pela ilha de patogenicidade 2 (SPI-2) (CHAKRAVORTTY
et al., 2002; VAZQUEZ-TORRES et al., 2000). A SPI-2 tem funcao essencial para a
patogénese de Salmonella, ja que esta relacionada com a habilidade de sobreviver
nas células fagociticas e replicar-se dentro da SCV.

Visando elucidar os mecanismos de viruléncia atribuidos a patogénese por
Salmonella, diversos estudos tém utilizado a espécie S. Typhimurium como um
modelo de febre tifoide em camundongos, ja que tal sorotipo causa uma doenca
similar a febre tifoide em murinos, com lesdes intestinais e extraintestinais
semelhantes aquelas observadas em pacientes acometidos pela febre tiféide
(MASTROENI; GRANT, 2013; ROLAND et al., 2013). Além disso, este sorotipo tem
sido utilizado como modelo inflamatério, sendo capaz de causar choque séptico em
animais (LIMA-FILHO et al., 2004).

2.2.1 Resposta imune do hospedeiro contra Salmonella

As respostas da imunidade inata (ou natural) e adquirida (ou adaptativa) séo
componentes da defesa do hospedeiro necessarias para o controle da infec¢éo por
Salmonella. A imunidade inata, que se refere a primeira linha de defesa do organismo
contra 0s micro-organismos, ja existe antes mesmo da infeccao se instalar e responde
essencialmente da mesma maneira e intensidade as infeccdes repetidas. Ja a
imunidade adaptativa € caracterizada pela especificidade, memoria e capacidade de
resposta com maior intensidade em exposi¢cdes repetidas ao mesmo patégeno
(ABBAS et al., 2012). Tal resposta confere protecdo mediada por células e anticorpos,
sendo imprescindivel para obter uma protecéo eficaz contra Salmonella, considerando
gue o mesmo é caracterizado como patégeno intracelular facultativo (MASTROENI et
al., 1993).
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Em resposta a infeccdo por Salmonella, as células apresentadoras de
antigenos (APCs), particularmente os macrofagos e células dendriticas, sé&o
componentes essenciais da imunidade inata no combate desses patdégenos (WICK et
al., 2003; YRLID et al., 2000). Entretanto, patégenos do género Salmonella séo
capazes de invadir, sobreviver e se multiplicar dentro de macréfagos murinos
(STEELE-MORTIMER et al., 2000). Em resposta a essa infeccdo, os macrofagos
produzem citocinas, tais como: IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-alfa. Essa ultima esta
envolvida na formacdo de granulomas e regulacdo da atividade microbicida de
macrofagos mediada pelo NADPH oxidase (VAZQUEZ-TORRES et al., 2001).

Kalupahana e colaboradores (2005) avaliaram as mudancas fenotipicas e
funcionais das células dendriticas e dos macrofagos em resposta a infeccdo por
Salmonella. Como esperado, tal estudo concluiu que os macréfagos sao eficazes na
fagocitose e morte do patdégeno. No entanto, as células dendriticas se apresentaram
muito mais eficazes que os macréfagos na apresentacdo de antigenos as células T
CD4+, resultando na producédo de citocinas. Tais resultados demonstram que as
células dendriticas sdo essenciais para o inicio da resposta imune adaptativa contra
Salmonella.

No que se refere a imunidade adaptativa, a resposta humoral é requerida para
a protecao contra infec¢des causadas por Salmonella (MCSORLEY; JENKINS, 2000),
ja que os anticorpos podem causar a opsonizacdo dos micro-organismos presentes
no compartimento extracelular, resultando na fagocitose e morte por macrofagos
(UPINGTON et al., 2006). Dentre as diferentes classes de anticorpos descritas, a
imunoglobulina G (IgG) é essencial na resposta humoral contra Salmonella. A IgG
além de ser a molécula mais abundante presente no soro humano, é ainda o anticorpo
gue predomina no soro de pacientes em areas endémicas da febre tiféide (SHAHEM
et al., 1995).

Goh e colaboradores (2011), avaliaram a eficiéncia das diferentes subclasses
IgG, utilizando a proteina de superficie OmpA de Salmonella enterica na modulagéo
da interacdo entre a bactéria e os fagocitos humanos. Neste estudo, foi possivel
verificar que todas as subclasses de IgG foram capazes de melhorar a atividade
fagocitica de macréfagos humanos. Entretanto, os melhores resultados foram
verificados quando S. Typhimurium foi opsonizada com IgG3, seguido por IgG1, IgG4

e 1gG2. Tal resultado foi correlacionado com a quantificacdo intracelular de bactérias
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viaveis obtida de células infectadas por Salmonella. Segundo os autores, a maior
flexibilidade das regides Fab-Fab e Fab-Fc atribuidas a IgG3 em relacdo as demais
subclasses (ROUX et al., 1997), justificaria os melhores resultados obtidos, j& que tal
caracteristica seria importante para a ligagdo com os receptores de Fc presente em
macrofagos, o que resultaria na melhora da atividade fagocitica.

De maneira geral, o controle da infeccdo causada por Salmonella nos estagios
iniciais € independente de linfécitos T, mas claramente dependente de IFN-gama.
Nesse contexto, as células naturais Killers (NK) produzem IFN-gama nos estagios
iniciais, uma citocina importante na regulagdo dos mecanismos microbicidas de
macrofagos dependentes da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) (MASTROENI et al.,
1998; KUPZ et al., 2013). As células T s@o essenciais para o clareamente bacteriano
no estagio final da infeccdo (KUPZ et al., 2014; NAUCIEL, 1990). Considerando a
replicacédo e disseminacao de Salmonella no meio intracelular, € de vital importancia
para o hospedeiro que linfécitos T especificos adquiram suas funcdes efetoras,
contribuindo para a eliminagéo do patégeno (YRLID et al., 2001).

2.2.2 Febre tifoide

A febre tifoide é uma doenca febril causada pela espécie Salmonella enterica
sorotipo Typhi (S. Typhi). Tal doenca é transmitida através da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados por fezes de pacientes, representando um problema de
salde publica em paises com precarias condi¢des sanitarias. Estima-se que a febre
tifoide afete anualmente 21,5 milhdes de pessoas em todo o mundo (CDC, 2015). No
Brasil, a incidéncia da doenca tem diminuido nos ultimos anos, estando 0s maiores
indices associados aos Estados localizados nas regides Norte e Nordeste do pais,
responsaveis por 2.606 e 2.442 casos (2010 a 2014), respectivamente (BRASIL/MS,
2014).

Dentre os fatores que contribuem para o surgimento da doenca, estao
principalmente a precariedade do saneamento basico e a falta de agua potavel e de
informacgédo quanto aos cuidados adequados durante a manipulacdo dos alimentos.
Isso sugere que seria possivel eliminar a doencga através de vacinagao e medidas de

salide publica. E importante ressaltar que embora a incidéncia da febre tifoide tenha
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declinado na maioria dos Estados brasileiros, a S. Typhi deve ser tratada com atencéo,
considerando-se a facil disseminagéo do patégeno.

A espécie S. Typhi é restrita aos humanos e caracterizada como bacilo
anaerébico Gram-negativo, intracelular facultativo e ndo esporulado (PARRY et al.,
2002). Dentre os fatores de viruléncia presentes nessa espécie, esta o antigeno Vi,
um componente de grande importancia na patogénese da infec¢do. Tal antigeno
recobre a superficie bacteriana, inibindo a acdo do sistema complemento,
promovendo a resisténcia contra a fagocitose e mascarando o reconhecimento dos
PAMPs pelos PRRs (ROBINS; ROBINS, 1984). Por exemplo, Hirose e colaboradores
(1997) avaliaram a influéncia do antigeno Vi de S. Typhi na sobrevivéncia intracelular
em cultura de macréfagos humanos. Eles verificaram que S. Typhi portadora do Vi,
mascarando o LPS, foi capaz de sobreviver dentro das células e suprimir a producéo
de TNF- a. Em contrapartida, S. Typhi sem a cépsula, expondo o LPS, estimulou os
macrofagos a produzirem alta concentracdo de TNF- a. Além disso, outro estudo
demonstrou que a presenca do antigeno Vi foi capaz de mascarar o reconhecimento
do LPS pelo TLR4, um receptor essencial para o controle de infecgéo por Salmonella
(WILSON, et al., 2008; TALBOT, et al., 2009).

Apés a ingestdo do alimento ou agua contaminado pelo patégeno, ocorre a
dispersdo das bactérias no intestino que, através do sangue, migram para 0S
linfonodos, baco e figado, onde se multiplicam (KAUR; JAIN, 2012). A falta de infiltrado
inflamatorio intestinal por neutrofilos na fase aguda da febre tifoide sugere que este
sorotipo é capaz de evitar a resposta imune inata e causar a infeccdo sistémica
caracteristica da febre tifoide (RAFATELLU et al., 2008).

Devido a extrema especificidade ao hospedeiro, a patogénese da febre tifoide
€ pouco esclarecida, ja que o sorotipo S. Typhi ndo induz sintomas da doenca em
animais de laboratorio. Assim, os estudos que visam caracterizar a febre tifoide
utilizam a espécie S. Typhimurium como modelo para entender a patogénese em
humanos e, portanto, investigar estratégias de combate as infeccbes humanas.

O tratamento contra a febre tifoide em adultos é feito pela administracdo via
oral de fluoroquinolonas (CHINH et al., 2000). Todavia, o surgimento de resisténcia a
essa classe de antibidticos tem se tornado um problema de saude publica,

particularmente nos paises em desenvolvimento (ZAKI; KARANDE, 2011). Desta
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forma, a vacinacdo em areas endémicas é uma alternativa eficaz na prevencéo da

doenca.

2.2.3 Formulag¢des vacinais contra a febre tifoide

A busca no desenvolvimento de vacinas contra Salmonella iniciou-se com uma
formulacdo que conferisse protecdo contra a febre tifoide (ALMEIDA et al., 2002).
Considerando que os membros pertencentes ao género Salmonella sdo patégenos
intracelulares facultativos, a producao de uma formulacao vacinal que confira protecao
eficaz deve ser composta de uma combinacao de imunidade humoral e celular, ja que
a imunidade humoral é utilizada para os patégenos extracelulares e a imunidade
celular, mediada pelas células T CD4+ e CD8+, € a requerida para eliminar os
patogenos intracelulares (MASTROENI et al., 1993).

Atualmente, quatro opcbes de vacinas estao licenciadas e disponiveis para o
uso contra febre tifoide, sdo elas: a vacina constituida do antigeno Vi purificado, a
vacina Ty2l1a e outras duas vacinas conjugadas polissacaridicas, uma conjugada a
exotoxina de Pseudomonas aeruginosa (rEPA) e outra conjugada ao toxodide tetanico
(TT). Entretanto, o uso dessas duas ultimas esta restrito a India e China. Outra vacina
parenteral havia sido licenciada por Wyethem em 1952, no entanto teve seu uso
descontinuado apo6s causar reacdes sistémicas e febre (STEINBERG et al., 2004).

A primeira evidéncia de que o antigeno Vi seria um promissor candidato para o
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a febre tifoide ocorreu quando foi
detectada a presenca de anticorpos anti-Vi polissacaridico no soro de pacientes
acometidos pela febre tifoide (FELIX et al., 1935). Assim, em 1994, a vacina baseada
no antigeno Vi purificado foi licenciada pela Sanofi-Pasteur. Embora tal vacina seja
recomendada para a prevencdo contra febre tifoide, o seu sucesso é limitado,
considerando que o mecanismo de protecdo conferido pela vacina é unicamente
mediado por anticorpos (KLUGMAN et al., 1996). Além disso, tal vacina ndo possui
potencial imunogénico em criancgas abaixo de 2 anos de idade, ja que 0s mesmos sao
incapazes de desenvolver uma resposta mediada por anticorpos contra o antigeno
polissacaridico Vi. Tal fato representa um sério problema, considerando que esse
grupo possui elevada incidéncia de febre tifoide (SINHA et al., 1999). Além disso, para
que o individuo se mantenha protegido contra a doenca, recomenda-se uma dose
reforco da vacina a cada 2 anos (JACKSON et al., 2015).
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A vacina Ty2la (Vivotif, PaxVax) foi desenvolvida por Germanier e Furer
(1975), sendo administrada pela via oral. Essa vacina ndo expressa o antigeno Vi e o
gene funcional galactose-epimerase (galE), sendo fortemente atenuada (CRYS et al.,
1989; FAUCHER et al., 2006; MARATHE et al., 2012). Tal vacina esta disponivel na
forma liquida ou em cépsulas. A taxa de protecdo de Ty21a foi de 77% por 3 anos e
78% por 5 anos em Santiago no Chile (LEVINE et al., 1999). Além de conferir protecéo
contra a febre tifoide, estudos tém mostrado que tal vacina € capaz de produzir
anticorpos contra antigenos O de Salmonella, podendo induzir prote¢cédo cruzada em
sorotipos nao-tifoide de Salmonella (NTS) (KANTELE et al., 2012). Apesar de produzir
uma resposta imune adequada e eficaz contra a febre tifoide, tal vacina apresenta
certas desvantagens. A dose oral requer um alto nimero de bactérias (10°) para
conferir uma imunidade protetora e uma dose refor¢co € recomendada a cada 5 anos
para manter a imunidade protetora. Além disso, a vacina ndo é indicada para criangas
abaixo de 5-6 anos de idade e individuos imunocomprometidos (MARATHE et al.,
2012; JACKSON et al., 2015).

A terceira opcdo é uma vacina de Vi conjugada a exotoxina A recombinante e
nao toxica de Pseudomonas aeruginosa por administracao parenteral que é segura e
imunogénica e tem mais de 90% de eficacia em criancas de 2 a 5 anos de idade (LIN
et al., 2001). Tal vacina encontra-se licenciada, mas seu uso ainda esta restrito a
alguns paises (SZU, 2013). Outra opcao € a vacina do toxodide tetanico conjugado ao
antigeno Vi. Tal vacina foi capaz de conferir 100% de protecado contra a febre tifoide
em 1765 criangcas de 6 meses a 12 anos de idade, demonstrando alto poder
imunogénico (MITRA et al., 2016). Vacinas conjugadas apresentam maior eficacia e
imunidade, ja que possuem o potencial de recrutar células T para a producédo de
anticorpos contra o antigeno Vi (MICOLI et al., 2011).

Com vistas ao desenvolvimento de novas vacinas mais eficazes contra a febre
tifoide, o investimento tem sido crescente nos ultimos anos, principalmente por parte
dos mercados emergentes, dos institutos para saude global e parceiros académicos
(MACLENNAN et al.,, 2014). Diante disso, diversas formulagbes vacinais contra
Salmonella estdo sendo pesquisadas, tais como: proteinas recombinantes, vacinas
vivas-atenuadas, proteinas purificadas, tecnologia GMMA (Modulos generalizados
para antigenos de membrana), antigeno O glicoconjugado e o antigeno Vi conjugado
(MACLENNAN et al., 2014; ROSSI et al., 2012; THIEM et al., 2011).
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2.2.3.1 Antigeno vacinal Vi

A espécie Salmonella Typhi expressa em sua superficie 0 antigeno capsular
polissacaridico Vi que contribui para a sua viruléncia. Tal antigeno € um polimero
linear de 1, 4(2-deox)-2-N-acido acetilgalacturdénico variavel com 60 a 70% de
unidades monoméricas O-acetiladas na posicdo C3 (SZU et al., 1991). Estudos
demonstram que esse antigeno tem se apresentado como um promissor antigeno
vacinal, produzindo imunidade contra a febre tifoide (PARRY et al., 2002). A vacina
atualmente licenciada € administrada via intramuscular, contendo 25 upg do
polissacarideo capsular Vi purificado. Uma Unica dose dessa vacina confere uma taxa
de 72% de protecdo apds 17 meses e 55% apos 3 anos, no Nepal e Africa do Sul,
respectivamente (ACHARYA et al., 1987; KLUGMAN et al., 1987).

A resposta imunolégica decorrente da utilizagdo do antigeno Vi € unicamente
mediada pela producdo de anticorpos IgG e independente de célula T.
Particularmente, a subclasse de imunoglobulinas IgG1 é predominante no soro de
individuos vacinados com o antigeno Vi (BRUGUIER et al., 1993). Tal fato corrobora
com o estudo realizado por Goh e colaboradores (2011), onde demonstrou a molécula
IgG1 como uma das mais eficientes subclasses de anticorpos em aumentar a
atividade fagocitica de Salmonella desempenhada por macréfagos.

Marshall e colaboradores (2012) mostraram que células Blb da cavidade
peritoneal, mas ndo outros tipos de células B, sdo seletivamente induzidas a proliferar
e diferenciar em células produtoras de anticorpos em resposta a imunizacdo com o
antigeno Vi purificado. Em camundongos, células B1 desempenham um papel
essencial em resposta a antigenos que atuam independentemente de células T
(MARTIN et al., 2001). Dois tipos de células B1 sdo encontradas em camundongos,
Blae B1lb, embora os dois tipos celulares sejam geralmente encontrados na cavidade
peritoneal, eles podem estar presentes no baco (STALL et al., 1992).

Embora o antigeno polissacaridico Vi de S. Typhi Vi e formulacdes contendo Vi
sejam utilizados como vacinas na prevencgao contra a febre tifoide (KLUGMAN et al.,
1987), tal antigeno apresenta algumas desvantagens. O Vi pode diminuir a
estimulacdo da resposta imune inata, o recrutamento de leucdcitos e a producédo de
citocinas inflamatorias (WILSON et al., 2011). Além disso, esse antigeno ainda é um
potente inibidor da resposta mediada por células T (SRIKANTH et al., 2014). Tal fato
limita a eficacia da protecdo pelo antigeno Vi, considerando que células T e as
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citocinas produzidas por elas, tais como IFN-gama, s&80 necessarias para o
clareamento bacteriano e imunidade a longo prazo contra Salmonella (HESS et al.,
1996; LALMANACH; LANTIER, 1999; PIE et al., 1997; MONACK et al., 2004).

Jansen e colaboradores (2011) demonstraram que a expresséo do antigeno Vi
por uma cepa quimérica gendmica de S. Typhimurium/S. Typhi foi correlacionada com
a inducdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 por macrofagos, células dendriticas e
células NK em esplendcitos murinos. Tal fato representa outra desvantagem para a
vacina baseada no antigeno Vi, ja que a producéo da citocina IL-10 pode suprimir a
resposta bactericida de macréfagos contra Salmonella (LEE et al., 2011). Além disso,
a expressao do antigeno Vi em S. Typhimurium resulta na reducédo da producédo das
citocinas interleucina-6 (IL-6) e do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) devido a
inibicdo do seu reconhecimento pelo receptor TLR4 em macréfagos murinos
derivados da medula éssea (WILSON et al., 2008). Tal receptor tem papel essencial
na defesa do hospedeiro contra Salmonella, resultando na producao de citocinas e
morte da bactéria por macrofagos murinos (WEISS et al., 2004).

A vacina baseada no antigeno Vi purificado possui o tempo de memoria
imunoldgica limitado, sendo recomendada nova imuniza¢do a cada 2 anos (FDA,
2015). Além disso, a vacina baseada no antigeno Vi purificado ndo confere protecéo
em criangas menores de 2 anos, ja que ndo produzem anticorpos em quantidades
adequadas e sdo incapazes de produzir uma resposta eficaz contra antigenos
polissacaridicos. Somente a partir de 2 ou 3 anos de idade, as criancas adquirem a
capacidade de responder a esse tipo de antigeno, ficando susceptiveis a infeccdes.
Tal fato representa um sério problema, considerando que esse grupo apresenta alta
incidéncia da febre tifoide (SINHA et al., 1999).

Visando desenvolver uma geracao de vacinas com maior eficacia contra a febre
tifoide, novos conjugados tém sido pesquisados a fim de melhorar a resposta
imunologica induzida pelo antigeno Vi, tais como a proteina da toxina do tétano (TT),
toxoide da difteria (DT), uma forma recombinante nao-téxica da toxina da difteria
(CRMu97), bem como a proteina recombinante rEPA (CUI et al., 2010; MICOLI et al.,
2011; MOHAN et al., 2015; THIEM et al., 2011). Tais formula¢des tém apresentado
resultados promissores, demonstrando resposta mais eficaz que o antigeno Vi
administrado isoladamente. Apesar de induzirem uma resposta mediada por células

T e apresentarem bons resultados, 0os novos conjugados ao Vi ndo conferem protecéo
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contra doencas causadas por outras espécies de Salmonella ndo-tifoides. Atualmente,
as formulacdes vacinais constituidas pelos conjugados rEPA e TT estéo licenciadas
para uso restrito na India e China (MACLENNAN et al., 2014). Nesse ambito, até o
momento ndo existem relatos de estudos co-administrando lectinas vegetais como

potencializadores da resposta do antigeno Vi contra a febre tifoide.
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Resumo

Background: Lectinas vegetais tém sido utilizadas na pesquisa biomédica como
imunomoduladores capazes de induzir resposta imunologica contra células tumorais
e infec¢Bes microbianas.

Proposta: Testar a capacidade das lectinas vegetais ConBr (Canavalia brasiliensis) e
CFL (Cratylia argentea) de induzir atividades imunomoduladoras e antimicrobianas
em macrdéfagos peritoneais (M@p) infectados por uma cepa virulenta de Salmonella
enterica sorovar Typhimurium (STm).

Métodos: M@p foram incubados com as lectinas ConBr e CFL em concentra¢des ndo
toxicas antes (tratamento preventivo) ou apés (tratamento curativo) a exposicdo a
STm.

Resultados: Em M@p ndo infectados, ConBr e CFL aumentaram o0s niveis de
transcritos de RNAm para IL-13, TNF- a e IL-6, além da enzima 6xido nitrico sintase
induzida (iINOs), mas nao induziram IL-10 e IL-12. A exposicdo de esplendcitos naive
ao sobrenadante de macrofagos previamente estimulados com CFL resultou na
expressado de IL-12 e IFN-y. Ambos os tratamentos preventivo e curativo reduziram
significativamente a quantificacdo bacteriana intracelular de Salmonella.
Experimentos em macréfagos expostos as lectinas e infectados, no tratamento
preventivo, mostraram o aumento no nivel de transcritos para IL-6 e TNF-a por CFL,
ja ConBr induziu o aumento de IL-12 (p40). No tratamento curativo, CFL induziu
expressao significativa de IL-12 (p40), enquanto ConBr aumentou a expressao génica
de IL-1B8 e TNF-a. Independentemente do tipo de tratamento, curativo ou preventivo,
as lectinas néo influenciaram na expressao de iINOs em M@p infectados com STm C5.
O tratamento curativo com CFL aumentou cerca de 130 vezes a expresséo de TLR-
4, ja ConBr aumentou a expresséo de TLR-9.

Conclusédo: As lectinas ConBr e CFL possuem propriedades imunomoduladoras

benéficas no controle de células infectadas por Salmonella.

Palavras-chave: Canavalia brasiliensis, Cratylia argentea, lectinas ligadoras de

manose, imunomoduladores.
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Abreviacgoes:

ConBr — lectina de Canavalia brasiliensis; CFL — lectina de Cratylia argentea; M@p —
macréfagos peritoneais de camundongos; PBS — Tampéo fostato salino; RNAmM —
RNA mensageiro; cDNA — DNA complementar; TNF-a — Fator de Necrose Tumoral
alfa; IL-6 — Interleucina 6; IL-12 (p35) — interleucina 12, subunidade p35; IL-12 (p40) —
interleucina 12, subunidade p40; IL-1B — Interleucina-1 beta; INOS — Enzima 6xido
nitrico sintase induzida; NO — Oxido nitrico; TLR — Receptor do tipo Toll-like; NLR —
Receptor do tipo NOD; NK — linfécito Natural Killer.

Introducéo

Terapias imunomoduladoras que aumentem a imunidade protetora
antimicrobiana podem representar uma nova ferramenta para contrabalancear
mecanismos de evasao do sistema imune por bactérias patogénicas. Essas terapias
adjuvantes incluem peptideos e agonistas de receptores do tipo Toll (TLRs) e NOD
(NLRs) que podem ser administrados isoladamente ou co-administrados com
antibioticos, atuando como adjuvantes terapéuticos (Hancock et al., 2012). As lectinas
estdo amplamente distribuidas na natureza e podem ser especialmente isoladas de
plantas nas quais estdo envolvidas com mecanismos de defesa contra insetos e
micro-organismos. Essas proteinas tém sido bastante utilizadas em pesquisas
biomédicas como imunomoduladores capazes de induzir respostas contra células
tumorais e infeccBes microbianas (Silva, Correia, 2014). As lectinas vegetais se ligam
reversivelmente a carboidratos especificos presentes na superficie celular, podendo
resultar na modulacéo de processos fisioldgicos. Por exemplo, a lectina vegetal ConA
(jack bean — Canavalia ensiformis) (L.) DC: (Fabaceae) foi capaz de ativar a producao
de citocinas pro-inflamatdrias e 6xido nitrico, o qual foi correlacionado com a alta
expressao de diferentes ligantes TLR em cultura celular de macréfagos (Sodhi et al.,
2007).

O potencial de proteinas laticiferas e lectinas como terapia adjuvante contra
infeccBes bacterianas, utilizando modelo murino representativo das caracteristicas
bioldgicas relacionadas a infeccdo por Salmonella, tem sido avaliado pelo nosso
grupo de pesquisa (Oliveira et al., 2012; Ralph et al., 2014; Silva et al., 2016). Os
membros do género Salmonella sdo bactérias gram-negativas causadoras de
doencas entéricas sistémicas (febre tifoide e paratifoide), gastroenterites e septicemia
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nao-tifoide em humanos e outros animais em todo o mundo. S. Typhi causa cerca de
22 milhdes de casos e 200,000 obitos anualmente, ja S. Paratyphi € responsavel por
5.5. milhdes de casos em humanos (Crump, Mintz, 2010). Sorotipos de Salmonella
nao-tifoide (NTS) causam gastroenterites em individuos saudaveis, mas sdo a causa
comum de sepse letal em individuos imunocomprometidos e criancas, especialmente
nos paises em desenvolvimento (Crump et al., 2015). Doencas causadas por
Salmonella néo-tifoide invasiva (NTSi) sdo a principal causa de morbidade e
mortalidade, especialmente na Africa sub-Saharan (SSA) (Reddy et al., 2010). O
namero de casos fatais decorrentes de infeccdo por NTSi é demasiadamente alto
(20%), onde 68% dos Obitos ocorrem em criangas com menos de cinco anos de idade.

As lectinas ConBr e CFL obtidas das sementes, respectivamente de Canavalia
brasiliensis e Cratylia argentea (Desv.) Kuntze (Fabaceae) (sindnimo: C. floribunda e
Dioclea argentea), foram bastante estudadas quanto as suas especificidades de
ligacdo a carboidratos (Ramos et al., 2002) e estrutura molecular (Julia Sanz-Aparicio
et al., 1997; Del Sol et al., 2007). Ambas as lectinas foram descritas como
glicose/manose especificas (Ramos et al., 1996); compostas de uma Unica cadeia de
aminoacidos que compreende 237 residuos e massa de 25,000 Da (Calvete et al.,
1999). Além disso, tais lectinas mostraram ser importantes ferramentas para o estudo
da atividade celular relacionada a diferentes estimulos inflamatérios e imunol6gicos
através de estudos in vitro e in vivo. ConBr foi capaz de induzir o aumento na liberacéo
de histamina, producédo de 6xido nitrico e ativacao e proliferacdo de linfécitos (Barral-
Neto et al., 1992; Gomes et al., 1994; Andrade et al., 1999). Em contrapartida, CFL foi
capaz de impedir o recrutamento de leucdcitos em modelo classico de inflamacéo
(Assreuy et al, 1997). Em estudo recente, a administracéo intraperitoneal de ConBr e
CFL em camundongos suicos diminuiu a carga bacteriana e aumentou as taxas de
sobrevivéncia apos desafio com S. Typhimurium (Silva et al., 2016). Embora essas
lectinas ndo tenham induzido a producéo de citocinas pro e anti-inflamatorias no fluido
peritoneal de animais néo infectados, TNF-a foi inibido apds infeccao, prevenindo o
choque séptico. Todavia, 0s mecanismos pelos quais a protecéo é conferida ndo estéo
completamente elucidados. O presente estudo visou avaliar se ConBr e CFL sao
capazes de potencializar as propriedades antimicrobianas de macréfagos peritoneais
infectados por uma cepa virulenta de S. Typhimurium. Tais lectinas foram capazes de
reduzir a carga bacteriana intracelular através dos tratamentos preventivo e curativo.
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Os dados foram discutidos com base em estudos prévios e perspectivas futuras para

0 uso de lectinas vegetais como imunoterapéuticos.

Material e Métodos

Lectinas vegetais

As sementes maduras de Canavalia brasiliensis e Cratylia argentea foram
coletadas de plantas proximas de Fortaleza (3.7319° S, 38.5267° W). A coleta
botanica foi autenticada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do
Ceara, onde ha exsicatas de ambas as espécies arquivadas. As sementes foram
processadas para produzir a farinha fina que foi peneirada para remover os detritos.
As lectinas ConBr (C. brasiliensis) e CFL (Cratylia argentea) foram obtidas seguindo
as metodologias descritas por Moreira; Cavada (1984) e Oliveira et al (1991),
respectivamente. Brevemente, em ambos o0s casos, as farinhas obtidas foram
dissolvidas em 110 mL de NaCl 0.15 M (1:20; v:v) sob baixa agita¢ao por 2 h a 25 °C.
Esta solucéo foi centrifugada a 15 x g por 20 minutos a 10 °C para remover a fase
insolivel. Os sobrenadantes foram filtrados em papel filtro N.1 e submetidos a
cromatografia de afinidade utilizando Sephadex G-50. Os picos nao retidos foram
eluidos da coluna com a mesma solucao de equilibrio (NaCl 0.15 M). Entao, o pico
retido foi eluido com uma solucéo de glicose 0.1 M dissolvido em NaCl 0.15 M a 30
mL/h. A absorbancia foi monitorada a 280 nm. Apds, as lectinas foram dialisadas em
agua destilada e liofilizadas. Amostras de ambos os materiais foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12.5% (SDS-PAGE) para confirmar a
homogeneidade. Além disso, as proteinas foram submetidas a degradacéo de Edman
para determinacdo de suas sequéncias de aminoacidos através de um servico de
sequenciamento automatizado (Shimadzu PPSQ). Para os ensaios, solu¢cdes estoque
das lectinas ConBr e CFL foram preparadas em meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI 1640, Sigma). A contaminacgao das solugdes estoque das lectinas por LPS foi
descartada apos o teste através do ensaio Endosafe-PTS (limite de deteccdo 0.01-10

EU/mL), seguindo as instrucdes do fabricante (Charles River-UK).
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Animais

Camundongos suicos de 4-6 semanas de idade (peso 30 g + 5) foram obtidos
do biotério do Laboratério de imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade
Federal de Pernambuco, Brasil. Os animais foram mantidos com acesso livre a agua
e racao padrdo (Purina, Pauline, SP, Brasil). Todos os procedimentos foram
realizados apos a aprovacéo do comité de ética experimental da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (Numero da licenca: 126/2015).

Micro-organismo

A cepa virulenta Salmonella enterica serovar Typhimurium (strain C5), que tem
sido frequentemente usada para mimetizar os sintomas da febre tifoide em modelo
murino, foi utilizada no presente trabalho. Para os testes, a cepa foi inoculada em
caldo infusdo cérebro e coracdo (BHI) e incubada overnight a 37°C. Apoés
centrifugacédo, as células foram lavadas com tampao fosfato salino (PBS, pH 7.2), e
entdo suspensas em RPMI. O numero de células bacterianas na cultura foi estimado
por espectrofotometria e as diluicbes foram realizadas em RPMI para obter o in6culo
desejado. A quantificacdo bacteriana foi confirmada através do plaqueamento de

aliquotas dos in6culos em agar BHI.

Técnicas de cultura celular

Para 0s ensaios, culturas primarias de macrofagos peritoneais (M@p) ou
esplendcitos obtidos de camundongos suigos foram utilizadas. Os M@p foram obtidos
sob condicbes assépticas atraves de lavagem na cavidade peritoneal de
camundongos suicos utilizando 5 ml de RPMI suplementado com 100 U/ml de
penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina pré-aquecido a 37 °C. O baco foi macerado
em PBS suplementado com 1% de Soro Fetal Bovino, filtrado (70 pum) e centrifugado
a 1300 rpm por 5 min. Ent&o, o sobrenadante foi descartado e as células tratadas com
500ul de tampéo para lise de hemécias (Sigma) por 1 min. A quantificacdo celular foi
realizada em camara de Neubauer e a viabilidade foi analisada através do método de

exclusdo, utilizando o corante azul de trypan. As suspensdes celulares foram
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cultivadas em microplacas de 96 pocos ou 24 poc¢os overnight a 5% CO2/ 37°C,

dependendo dos experimentos.

Ensaio de toxicidade

As lectinas ConBr ou CFL foram adicionadas aos M@p (2 x 10° células/poco)
em microplacas de 96 pocos para concentracdes finais variando de 2.5 a 320 pg/ml.
Doxorrubicina (10 pg/ml) e PBS foram utilizados como controles. Ap6s 24 h, a
atividade metabdlica das células foi medida pela redugéo de resazurina (0.15 mg/ml
in sterile PBS) a resofurina. Os resultados foram analisados em até 4 h por leituras
em espectrofotbmetro a 578 e 620 nm e expressos como porcentagem relativa as
células ndo tratadas (grupo PBS). Foram realizados trés experimentos independentes

em triplicata.

Ativacdo de esplendcitos induzida por citocinas produzidas por M@p tratados com

lectinas

M@p foram cultivados em placas de 24 pocos (1 x 108 células/pogo) com ConBr
ou CFL (1 e 10 pg/ml) por 24 h a 5% C0O2/37 °C. O RNA total foi extraido para analise
da expressdo génica de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12, como descrito abaixo. Os
sobrenadantes (100 pl) foram adicionados a placas de 24 pocos contendo
esplendcitos (1 x 10° células/poco) e apds 24 h o RNA total foi obtido para andlise da
expressdo de IL-12 e IFN-y em cultura de esplenécitos murinos. Em outro
experimento, as lectinas foram incubadas com o carboidrato manitol (0,1 M) por 1 h.
Apoés, tais lectinas foram incubadas com M@p por 24 h. Entéo, a expresséo génica de

citocinas inflamatdrias foi investigada.

Efeitos das lectinas na carga bacteriana em M@p infectados com S. Typhimurium

M@p foram cultivados em microplacas de 96 pocos (0.2 ml, 2 x 10%/po¢o), como
descrito acima. Os tratamentos preventivo e curativo serdo descritos a seguir: no
tratamento preventivo, M@p foram incubados com ConBr e CFL (1 e 10 pg/ml) a 5%
COz2/ 37 °C por 24 h. Entéo, o sobrenadante foi descartado e 0.2 ml de STm C5 (2 x
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107/poco) em cultura overnight ressuspensa em RPMI foi adicionada aos pocos. Apds
4h de incubacéo a 5% CO2/37 °C, o sobrenadante foi descartado e as células lavadas
com PBS. Entdo, 0.2 ml de RPMI contendo gentamicina (100 pg/ml) foi adicionado
aos pocos e as placas foram incubadas por 1 h (5% C0O2/37 °C). Apds, o sobrenadante
foi descartado e as células foram lavadas com PBS. Entéo, a quantificacdo bacteriana
foi realizada através da adicdo de 100 pl de 0.5% Triton X-100 nos pogos. Apos
incubacédo no gelo por 20 minutos, diluicbes seriadas foram realizadas em PBS e a
quantificacdo das unidades formadoras de coldnias (UFC) foi realizada através do
método “drop plate” em agar BHI. O numero de UFC por poco foi obtido apés
incubacédo overnight a 37 °C.

No tratamento curativo, M@p (0.2 ml, 2 x 10°/poco) foram expostos a STm (2 x
107/poco) em microplacas de 96 pogos. Apds 4 h de incubacéo (5% CO2/37 °C), o
sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com PBS. Entdo, 0.2 ml de
gentamicina (100 pg/ml em RPMI) foi adicionado aos pogos. Apés 1 h de incubacéo
(5% CO2/37 °C), 0.2 ml das lectinas nas concentracdes de 1 e 10 pg/ml e gentamicina
(10 pg/ml em RPMI) foram adicionadas aos pocos. Os resultados foram analisados

apo6s 24 h de incubacéo a 5% CO2/37 °C, como descrito acima.

Expressao génica de citocinas, TLRs e da enzima iNOs

Experimentos independentes foram realizados em microplacas de 24 pocos
para obter o perfil de expresséo de citocinas em macrofagos tratados com lectinas e
infectados com STm C5. Macrofagos foram submetidos a lise com o reagente TRI
(Sigma). O RNA total foi usado para a construcdo do cDNA utilizando a enzima M-
MLV transcriptase reversa (Sigma). O cDNA foi usado para analisar a expressao de
Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-1B (IL-1pB),
Interleucina-12 (subunidades p35 e p40), Interferon gama (IFN-y), Interleucina-10 (IL-
10), receptores Toll-like 2, 4 e 9 e a enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) por
Real-Time RT-PCR (Sigma, SYBR-Green/Quantitativo RT-PCR Kit). O GAPDH
murino foi utilizado como controle interno. As sequéncias de todos os primers estao
descritas na tabela 1. A reacdo de PCR (20 pl) foi realizada como descrito a seguir:

40 ciclos a 95 °C por 35 s, 60 °C por 60 s (Q series Rotor Gene — Qiagen). A férmula
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a sequir foi utilizada para comparacao dos niveis de expresséo dos genes de interesse
(G.1.) entre os grupos controle e experimental:
AACt = [(Ct G.I. controle — Ct GAPDH Controle) - (Ct G.l. Experimental — Ct GAPDH

Experimental)]

Os resultados foram expressos em termos de variagdo usando a formula 224CT,

Anélise Estatistica

As diferencas estatisticas entre os grupos foram obtidas por analises de
variancia (ANOVA) seguidas pelo teste de Bonferroni com intervalo de confianga de
P < 0.05. Essas analises foram realizadas e os gréaficos correspondentes obtidos

utilizando o programa PRISMA verséo 5.0.

Resultados

O protocolo de purificacdo das lectinas foi realizado apds obter a certificacao
taxondmica de que as sementes coletadas estavam relacionadas as espécies C.
brasiliensis e C. argentea. As proteinas obtidas por cromatografia de afinidade em
Sephadex G-50 apresentaram-se homogéneas em gel de poliacrilamida (dados n&o
mostrados). Para confirmar o grau de pureza, ambas as lectinas foram analisadas
guanto as suas sequéncias de aminoacidos, como citado em material e métodos. A
seguinte sequéncia N-terminal de aminoacidos foi obtida para as lectinas apés 15
ciclos de sequenciamento: ADTIVAVELDTYPNT. Esses dados corroboram com
agueles originalmente reportados por Grangeiro et al. (1997) e Cavada et al. (1999)
gue demonstraram a sequéncia primaria completa de ambas as lectinas e
confirmaram que tais proteinas possuem sequéncia N-terminal de aminoacidos

idéntica.

Os ensaios de toxicidade demonstraram que ConBr e CFL ndo foram téxicas
em cultura de macréfagos quando comparadas aos M@p néo tratados (grupo PBS)
em nenhuma das concentracgoes testadas (Fig. 1). Em contrapartida, a doxorrubicina
(10 pg/ml), utilizada como controle, diminuiu em 50% o0 numero de M@Jp em
comparacao ao grupo PBS (P < 0.05). Considerando os resultados obtidos no ensaio
de toxicidade, as concentracdes de 1 e 10 pg/ml das lectinas foram utilizadas nos
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demais ensaios. A exposi¢cao de M@p a ConBr ou CFL por 24 h produziu altos niveis
de transcritos para IL-13, TNF-a e IL-6 (Fig. 2). A ativacao de citocinas foi anulada
guando as lectinas foram previamente tratadas com manitol (0,1 M) por 1 h (dados
nao mostrados). Em contrapartida, transcritos de IL-10 e IL-12 ndo foram produzidos
em nenhuma das concentra¢cdes testadas apés tratamentos com ConBr e CFL. M@p
tratados com 10 pg/ml de CFL foram capazes de aumentar a expressao de iINOS em
aproximadamente 100 vezes, ja ConBr prejudicou a expressao da enzima quando
analisada na mesma concentracdo (P<0.05) (Fig. 2). A exposicado de esplendcitos
naive ao sobrenadante de Md@p tratados previamente com CFL induziu baixos, porém
significativos, niveis de transcritos para IL12 (p35) e IFN- y (Fig. 3). Todavia,
esplendcitos estimulados com sobrenadantes de M@p previamente tratados com

ConBr ndo aumentaram a expressao de nenhuma das citocinas analisadas.

O tratamento preventivo com a lectina ConBr ou CFL durante 24 h reduziu
significativamente o niumero de UFC em macrofagos infectados com STm C5 em
relacdo ao grupo controle exposto a PBS (P < 0.05) (Fig. 4). Os tratamentos com CFL
reduziram de 3 a 6 vezes o numero de UFCs enquanto nenhuma coldnia foi verificada
em macrofagos expostos a ConBr na dose de 10 pg/ml. Corroborando com tal
resultado, a porcentagem de macrofagos viaveis apés infeccao foi significativamente
alta apés tratamentos com lectinas em relacdo ao grupo PBS (P < 0.05) (Fig. 4). A
producdo de transcritos de RNAm para IL-6, TNF-a e IL-12 (p40) foi alta em MQp
submetidos ao tratamento preventivo com a lectina CFL, ja ConBr aumentou os
transcritos para IL-6 e IL-12 (p40) (Fig. 4). Nesse contexto, o tratamento curativo
reduziu a quantificacdo bacteriana intracelular em macréfagos, exceto para CFL na
dose de 1 pg/ml (Fig. 5). Tratamentos com a lectina ConBr na concentracao de 10
pg/ml demonstraram o clareamento bacteriano em macréfagos, ja CFL (10 pg/ml)
reduziu cerca de 10 vezes o numero de UFCs em relagdo ao grupo PBS. Os
tratamentos com as lectinas também aumentaram a sobrevivéncia de macréfagos

infectados.

Particularmente, CFL induziu a expressao significativa de IL-12 (p40), enquanto
ConBr induziu a expresséo de IL-1B e TNF-a (Fig. 5). Transcritos de RNAm para a
enzima iNOs ndo foram observados nos tratamentos preventivo e curativo. Além

disso, macréfagos nao tratados e infectados com STm C5 aumentaram a expressao
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de IL-10 no tratamento curativo, j& os tratamentos com ConBr e CFL inibiram a
expressdo de IL-10. As andlises de expressdo dos receptores TLRs 2, 4 e 9
demonstraram que ConBr e CFL n&o induziram niveis significativos de transcritos no
tratamento preventivo em relacdo aos macréfagos néo tratados (P > 0.05) (Fig. 6).
Todavia, o tratamento curativo com CFL aumentou cerca de 130 vezes a expresséo
de TLR-4, j& a expressdo de TLR-9 foi significativa apds tratamentos com ConBr em

relacdo ao grupo PBS.

Discussao

As estirpes virulentas de S. Typhimurium sdo capazes de sobreviver e se
replicar dentro de fagdcitos, causando infec¢es sistémicas. Os macréfagos ativados
produzem espécies reativas de oxigénio e liberam citocinas pré-inflamatérias que
desempenham um papel chave na regulacdo da resposta imune do hospedeiro,
limitando a propagacao bacteriana (Rosenberger e Finlay, 2002). Estudos in vitro tém
demonstrado que macréfagos derivados de mondcitos humanos infectados por uma
cepa selvagem de S. Typhimurium expressam rapidamente TNF-a, IL-12 e IL-18
(Pietila et al., 2005). Enquanto o TNF-a e citocinas tais como IL-1B e IL-6 ativam e
recrutam leucécitos, IL-12 e IL-18 induzem linfocitos T-auxiliares 1 (Thil),
caracterizados pela producao de IFN-y (Pham e McSorley, 2015). IFN-y liberado por
células NK e linfocitos CD4+ aumentam a capacidade bactericida de macréfagos
através da inducéo de 6xido nitrico em estagios mais avancados da doenca (Duque e
Descoteaux, 2014). No entanto, S. Typhimurium pode causar imunossupressao por
meio da inducdo da citocina anti-inflamatoria IL-10, assim suprimindo a producédo de
IFN-y e a resposta bactericida de macréfagos (Lee et al, 2011). Neste estudo foi
possivel demonstrar que as lectinas vegetais ConBr e CFL aumentaram a expressao
de citocinas pré-inflamatérias e promoveram as propriedades antimicrobianas de
macrofagos infectados com a cepa virulenta S. Typhimurium C5.

ConBr e CFL compartilham propriedades moleculares e foram caracterizadas
em termo de suas estruturas cristalograficas (Sanz-Aparicio et al., 1997; Calvete et
al., 1999). Estudos anteriores de toxicidade demonstraram que ambas as lectinas

produziram 100% de mortalidade de moluscos Biomphalaria glabrata na concentracao
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de 50 pg/ml, ja a toxicidade contra o microcrustaceo Artemia salina teve LCoo de 28.8
e 7.69 ppm para ConBr e CFL, respectivamente (dos Santos et al., 2010). Todavia, a
administracao intraperitoneal diaria das lectinas em camundongos suicos ndo causou
toxicidade aguda, embora tenha havido uma infiltracéo significativa de leucdcitos na
cavidade peritoneal dos animais (Silva et al., 2016). Os dados do presente trabalho
confirmaram que ConBr e CFL néo foram toxicas em culturas primérias de macrofagos
peritoneais e, em baixas concentracdes, induziram uma expressao elevada de RNAm
para IL-1B, TNF-a e IL-6, que sdo importantes para a resisténcia imunoldgica inicial
do hospedeiro as salmoneloses. Embora ConBr e CFL tenham sido relatadas como
indutores de apoptose em linhagens celulares cancerigenas, as mesmas se
mostraram nao toxicas para células normais humanas mononucleares do sangue
periférico (PBMC) em concentracdes elevadas até 200 ug/ml (Barral-Neto et al., 1992;
Faheina-Martins et al., 2012). Além disso, ConBr e CFL induziram a proliferacdo de
PBMC e alta producdo de IFN-y (Barral-Neto et al.,, 1992). Neste estudo, 0s
sobrenadantes das culturas de M@p, previamente tratados com CFL (mas néo
ConBr), aumentaram a expressdo de RNAm para IL-12 e IFN-y por esplendcitos
imaturos. Os dados acima sugerem que tratamentos com tais lectinas seriam
vantajosos para dar inicio a cascata oxidativa intracelular nos macréfagos. De fato, no
presente estudo os tratamentos preventivos e curativos com as lectinas diminuiram a
carga bacteriana intracelular de S. Typhimurium.

Anteriormente, macrofagos pré-tratados com a lectina ConA tiveram expressao
elevada de TLRs e foram mais susceptiveis a inducao de citocinas pré-inflamatorias
por ligantes especificas de TLR como, por exemplo, zimosan, Polyl:.C, LPS e DNA
CpG (Sodhi et al., 2007). Esses efeitos parecem ser devido ao reconhecimento de
dominios de carboidratos pelas lectinas, sendo estas, a seguir, apresentadas na
superficie da célula para TLRs (Unitt e Hornigold, 2011). Apd6s infeccdo por S.
Typhimurium, o reconhecimento de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) via TLR
4/MyD88 desencadeia sinais que induzem TNF-q, IL-6 e IL-12 (p40), enquanto que a
ligacdo de antigenos via TLR-4/TRIF induz interferon do Tipo | e IL-12 (p35) (Dunne
et al., 2005; Talbot et al., 2009). No entanto, enquanto macrofagos TLR-2 -/- regulam
positivamente a expressdo de iINOS, reduzindo a carga bacteriana intracelular,
macrofagos TLR-9 -/- diminuem a expressao de espécies reativas de oxigénio (ROS),

produzindo um aumento da carga bacteriana (Zhan et al., 2015).
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Recentemente, a injecdo intraperitoneal de CFL na cavidade peritoneal de
camundongos induziu a liberagdo de NO no fluido peritoneal (ndo observado para
ConBr), que foi reduzida apos a infeccado por Salmonella (Silva et al., 2016). Neste
estudo, ConBr e CFL induziram o aumento da expressao de iNOs por macréfagos
naive, corroborando com estudos anteriores (Andrade et al., 1999; Assreuy et al.,
2009). Todavia, a expressdo da enzima iNOs foi prejudicada nos tratamentos ap0s a
infecgdo. Além disso, houve a expresséo significativa de TLR-9 em M@p tratados com
ConBr, sugerindo que a atividade bactericida do macrofago estd associada a
producéo de derivados de ROS.

Enquanto citocinas pré-inflamatérias sdo capazes de ativar a capacidade
bactericida de macréfagos, IL-10 inibe a producéo de oxigénio reativo intracelular e
intermediarios de nitrogénio (Lee et al., 2011). Embora o NO exdgeno proteja
macréfagos da apoptose induzida por LPS, altas concentracdes de NO causam
imunossupressao seguido da infeccdo causada por Salmonella (Malysheva et al.,
2006). O presente trabalho demonstrou que as citocinas IL-1B e TNF-a foram
induzidas por ConBr concomitante com a expressdo moderada de TLR-4, jA CFL
induziu a expresséo significativa de IL-12 (p40) e expressdo moderada de IL-1p
concomitante com a alta expresséo de TLR-4. Células apresentadoras de antigenos
frequentemente requerem dois sinais fornecidos por LPS e IFN-y para a expressao
das subunidades p35 e p40 e producédo da proteina funcional IL-12 (p70) (Murphy et
al., 1995; Liu et al., 2003). Os resultados obtidos neste trabalho mostram que os
tratamentos com as lectinas foram benéficos para os macréfagos através da
regulacdo negativa na expressao de IL-10 apoés a infec¢do por STm C5. Além disso,
a falta de transcritos de IL-10 em M@p infectados, mas néo tratados no tratamento
preventivo, foi atribuido ao curto tempo de infeccéao.

Neste estudo foi possivel demonstrar que as lectinas vegetais ConBr e CFL
aumentam a imunidade antimicrobiana de macréfagos experimentalmente infectados
por S. Typhimurium. As propriedades imunomodulatérias de lectinas vegetais tém sido
investigadas para o controle de infec¢Bes parasitarias. Por exemplo, a lectina ScLL do
latex de Synadenium carinatum, utilizada como adjuvante juntamente com antigenos
soluveis de Leishmania em modelo murino de vacinagdo, mostrou-se capaz de reduzir
a carga de parasitas em macrofagos, que foi acompanhada da expressédo de TNF-q,

IL-12 e IFN-y (Afonso-Cardoso et al., 2007). No entanto, estudos semelhantes com
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estirpes de bactérias intracelulares ndo foram identificados. Neste estudo, a protecao
contra Salmonella foi reforcada devido a inducéo de citocinas pro-inflamatérias com
envolvimento dos receptores TLR4 e 9 e, em menor grau, TLR-2. Assim, conclui-se
gue as lectinas ConBr e CFL tém propriedades imunomoduladoras que sao benéficas

ao controle de células infectadas por cepa virulenta de Salmonella.
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Fig. 1. Viabilidade celular apds a exposicdo de macrofagos peritoneais as lectinas de
Canavalia brasiliensis (ConBr) e Cratylia argentea (CFL). Os macrdfagos foram
incubados com ConBr ou CFL em placas de 96 pocos em diferentes concentracdes
durante 24 h. A viabilidade celular foi avaliada atraves da medicdo da reducéo de
resazurina em resofurina. Os resultados foram analisados até 4 h por leituras
espectrofotométricas a 578 e 620 nm, e expressos como percentagem em relacdo as
células nédo tratadas (grupo PBS). Doxorrubicina (Dox, 10 pg/ml) foi utilizado como
controle técnico. * P <0,05 através ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni,
comparacao com doxorrubicina no mesmo periodo de tempo. Comparacgdes entre as

doses ndo apresentaram diferengas significativas.
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Fig. 2. Expressdo de RNAm para citocinas e enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(iNOs) em macréfagos peritoneais cultivados com as lectinas ConBr e CFL durante
24 h. Os resultados estdo expressos como variacdo relativa aos macréfagos nao
infectados e ndo tratados (grupo PBS). Lipopolissacarideo (LPS) (5 pg/ml) foi utilizado
como controle. Os dados representam uma de pelo menos trés medidas
independentes.*P < 0.05 por ANOVA seguida pelo teste de Bonferoni, comparacéao ao

grupo LPS.

76



Expressdao de RNAm relativa a esplendcitos nao tratados

IFN-y

_ 8 IL-12 (p35) 25 1 IL-12 (p40)

I

=) 20 -

o 6 1

<

(©) 15 ~

£ 4 -

8 10 -

3 2 -

® 1 5

E ] _

©

g 0 T T T T T 0 T T T T T
& N N N N N N

2 SO OO SO

o W6 SRS W oY S

2 @\* Qs Q\/ A\ @\ s Q\/ﬂ N

IS

o

D

= 10 -

&

2

0

T T T T T

N N A N
P & & & &

N 8 3§ 8 3
N $ N S
ot s
& & & Qv
ox & @

Fig. 3. Expressdo de RNAm para citocinas em esplendécitos apds o estimulo com
sobrenadantes de macréfagos peritoneais previamente expostos a ConBr e CFL. Os
resultados estdo expressos como variacao relativa aos esplendcitos ndo tratados e
nao infectados (grupo PBS). Lipopolissacarideo (LPS) (5 pg/ml) foi utilizado como
controle. Os dados representam uma de pelo menos trés medidas independentes. P<
0,05 por ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, comparacéao entre ConBr e CFL na

mesma dose.
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Fig. 4. Efeito de ConBr e CFL no controle de infeccédo por Salmonella no tratamento
preventivo. A) Carga bacteriana intracelular; B) Viabilidade celular de macréfagos; C-
F) Expressao génica de citocinas. Os M@p foram incubados com ConBr e CFL por 24
h e entdo infectados por Salmonella (STm C5) for 5 h. * P <0,05 por ANOVA seguido
pelo teste de Bonferroni, comparagéo com o grupo PBS.
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Fig. 5. Efeito de ConBr e CFL no controle da infeccdo por Salmonella através do
tratamento curativo. A) Carga bacteriana intracelular; B) Viabilidade celular de
macroéfagos; C-H) Expresséo génica de citocinas. Os Md@p foram infectados com S.
Typhimurium por 5 h e entéo tratados com as lectinas ConBr e CFL por 24 h. * P <0,05
por ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, comparag¢ao com o grupo PBS.
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Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores utilizados para PCRg em ensaios de expressao

génica.

Nome do Gene

Sequéncias de Primers

GAPDH murino (Controle interno)

:ACCACT TTG GCATCG TGG AG
-GGG CCATCCACGGTCTTCTG

Interleucina-6 (IL-6)

: TAATTCATATCTTCAACCAAGAGG
: TGGTCC TTAGCCACTCCTTC

Interleucina-1 B (IL-1B)

: TGAGCACCTTCTTTTCCTTCA
: TTGTCTAATGGGAACGTCACAC

Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)

: CTGTAGCCCACGTCGTAGC
: GGTTGTCTTTGAGATCCATGC

Interleucina- 12 (p35) (IL-12, p35)

:ATG AAG CTC TGC ATC CTG CT
: CAG ATA GCC CAT CAC CCT GT

Interleucina- 12 (p40) (IL-12, p40)

: AGC AGT AGC AGT TCC CCT GA

Interferon gamma (IFN-v)

: ACT GGC AAA AGG ATG GTG AC
:GCT GAT GGC CTG ATTGTCTT

Interleucina- 10 (IL-10)

: CAT GGG TCT TGG GAA GAG AA
:AACTGG CCACAGTTT TCA GG

Receptor Toll-like 2 (TLR-2)

: ATGTCGTTCAAGGAGGTGCG
: CTGACCGGTGATGCAATTCG

Receptor Toll-like 4 (TLR-4)

:GTTCTTCTCCTGCCTGACAC
: TCCAGCCACTGAAGTTCTGA

Receptor Toll-like 9 (TLR-9)

: GGG CCC ATT GTG ATG AACC
:CTT GGT CTG CAC CTC CAACA

Enzima Oxido Nitrico Sintase Induzivel
(iINOs)

F
R
F
R
F
R
F
R
=
R
F
R: AGT CCC TTT GGT CCAGTG TG
E
R
F
R
E
R
F
R
F
R
F

: TGTGGCTACCACATTGAAGAA
R: TCATGATAACGTT TCTGGCTCTT
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Resumo

Background: Os receptores Toll-like 2 e 4 (TLR2/TLR4) desempenham um papel
importante na protecdo contra Salmonella. Moléculas agonistas de TLR4 ou
antagonistas de TLR2 sdo promissores agentes terapéuticos no controle de infeccéo
por esse patdégeno. CFL, uma lectina glicose/manose de Cratylia argentea, € capaz
de induzir a expressdo génica de citocinas e TLR2 e TLR4 e ativar macrofagos
peritoneais, reduzindo significativamente a quantificacdo intracelular de Salmonella.

No entanto, os mecanismos de acéo envolvidos ainda ndo estédo elucidados.

Proposta: Avaliar a participagdo dos receptores Toll-Like TLR2/TLR4 na agéo

imunomodulatéria de CFL em macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM).

Métodos: Ensaios de citotoxicidade foram realizados em cultura de BMDM tratada
com diferentes concentracdes de CFL (5 - 320 ug/ml). Posteriormente, o perfil de
expresséao de citocinas inflamatdrias foi analisado em BMDM obtidos de camundongos
naive e duplo-nocaute para TLR2/TLR4 tratados com a lectina CFL. Apés 1, 4, 8 e 24

h, a expressdo génica das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1p foi avaliada.

Resultados: N&o houve citoxicidade em nenhuma das concentracdes testadas. A
concentragéo de 20 pg/ml de CFL foi capaz de induzir transcritos de RNAm para todas
as citocinas apos 4 h de exposicdo a BMDM naive. No entanto, os maiores niveis de
expressao génica foram observados apés 8 h, quando houve o aumento de cerca de
100 vezes na expressao de IL-13, 82 vezes de IL-6 e 25 vezes de TNF- a. A interacao
entre a lectina CFL e os receptores foi avaliada em cultura de BMMs TLR2/TLR4 duplo
nocaute, que produziram niveis significativamente mais baixos de transcritos para IL-
18, TNF-a e IL-6.

Conclusédo: Os dados indicam que a lectina CFL foi capaz de ativar BMDM, o que
resultou na expressao de citocinas pro-inflamatorias através da interacdo com o0s
receptores TLR2/TLR4. Este é o primeiro relato da influéncia desses receptores na

modulacdo de macréfagos pela lectina vegetal CFL.

Palavras-chave: CFL, Cratylia argentea, TLR2, TLR4, imunomodulador.
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Introducéo

A resposta imune inata € a primeira barreira de defesa contra as doencas
infecciosas. Tal resposta tem inicio a partir do reconhecimento de moléculas
conservadas do micro-organismo, denominada de padrdes moleculares associados
ao patogeno (PAMPSs), pelos receptores de reconhecimento padréo (PRRs) presentes
nas células da resposta imune. Os receptores Toll-like (TLRs) constituem a familia de
PRRs melhor caracterizada quanto aos seus ligantes, vias de sinalizacéo e relevancia
funcional (Aderem e Ulevitch, 2000), e sua descoberta foi um importante marco para
a imunologia (O’Neill et al., 2013). Além de sua acdo essencial na resposta imune
inata, os TLRs estdo envolvidos no inicio da resposta imune adquirida, atuando no
controle das funcdes relacionadas as células dendriticas (Iwasaki e Medzhitov, 2004).

O reconhecimento de ligantes microbianos pelos TLRs iniciar4d uma cascata de
sinalizacdo que resultara na producdo de citocinas inflamatorias, quimiocinas e
espécies reativas de oxigénio, componentes necessarios para a eliminacdo do
patdogeno. Uma ampla variedade de ligantes microbianos sao reconhecidos pelos
TLRs, tais como peptideos, lipideos e acidos nucleicos, entre outros. O TLR4 é capaz
de reconhecer o lipopolissacarideo (LPS) e sinalizar para células da imunidade inata,
tais como macrofagos. Em resposta ao LPS, o TLR4 induz principalmente a secre¢ao
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) (Lombardo et al., 2008). J4 o TLR2 atua
em conjunto com outros componentes da familia TLR, incluindo TLR1 e TLR6. O TLR2
pode dimerizar com TLR6, reconhecendo lipopetideos di-acetilados tais como MALP-
2, enquanto a dimerizacdo com TLR1 interage com lipopeptideos tri-acetilados como
Pam3CKS4 (Barrenschee et al., 2010; Funderburg et al., 2011). Agonistas de TLR4
ou antagonistas de TLR2 desempenham um papel essencial no controle de infec¢ao
por micro-organismos, incluindo Salmonella Typhimurium (Arpaia et al., 2011; Zhan et
al., 2015).

Lectinas vegetais sdo proteinas capazes de se ligar reversivelmente a
carboidratos especificos. Por essa razao, tais moléculas séo capazes de interagir com
carboidratos presentes na superficie de células imunoldgicas, resultando na producéo
de citocinas proé-inflamatérias e espécies reativas de oxigénio (Souza et al, 2013).
Recentemente, a capacidade de interagdo entre as lectinas vegetais e 0s TLRs tem
sido relatada (Silva e Correia, 2014). Por exemplo, Park et al. (2010) demonstraram

que a lectina KML-C foi capaz de induzir a secrecdo do Fator de Necrose Tumoral
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(TNF-a) através da ativagdo de macréfagos murinos mediada pela interacéo entre a
lectina e o receptor Toll-like 4 (TLR4) e sua cascata de sinalizagdo. Ja a lectina ArtinM
foi relatada como uma molécula agonista do receptor TLR2 ou seus heterodimeros,
induzindo um perfil de citocinas consistente com sua habilidade em conter infeccbes
causadas por patégenos intracelulares (Mariano et al., 2014).

CFL é uma lectina isolada das sementes da espécie Cratylia argentea (Desv.)
Kuntze (Fabaceae) (sindbnimo: C. floribunda e Dioclea argentea) glicose/manose
especifica e constituida de 236 aminoacidos (Cavada et al., 1999). Tal lectina tem sido
estudada quanto ao seu potencial imunomodulatorio em infecgBes experimentais por
Salmonella Typhimurium. CFL foi capaz de modular a cascata de citocinas pro e anti-
inflamatorias, bem como a producéo de 6xido nitrico apés a infeccdo de camundongos
suicos com uma cepa virulenta de Salmonella enterica Sor. Typhimurium (Silva et al.,
2016). Além disso, pré-tratamentos dessa lectina foram capazes de reduzir a carga
bacteriana nos érgaos-alvo da infeccdo e aumentar a taxa de sobrevivéncia dos
animais. A partir desses resultados a influéncia da lectina CFL na acéo
imunomoduladora em nivel celular foi investigada em cultura de macréfagos
peritoneais infectados por Salmonella. CFL foi capaz de ativar macréfagos peritoneais
e induzir a expressdo génica de citocinas e TLR-4, diminuindo significativamente a
quantificacdo intracelular de Salmonella (Batista et al., 2017).

Moléculas agonistas dos receptores de reconhecimento padrdo (PRRS),
capazes de modular a resposta imunoldgica, tém sido alvo de pesquisa com foco no
desenvolvimento de novas terapias que visam potencializar a resposta contra agentes
infecciosos (Hancock et al., 2012). Desta forma, o presente trabalho avaliou a
influéncia dos receptores TRL2/TLR4 na ativacdo de BMDM por tratamentos com a
lectina CFL. Tal lectina foi capaz de interagir com esses receptores em macrofagos
murinos, resultando na expressao de citocinas proé-inflamatérias. Em contrapartida,
gquando BMDM duplo nocautes para TLR2/TLR4 foram tratados com CFL nas mesmas
condigbes experimentais, houve uma reducéo significativa na expressao de citocinas.
Esses dados demonstraram que o potencial imunomodulatério da lectina € mediado

pela interacdo entre CFL e tais receptores.
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Material e Métodos
Obtencéo da lectina CFL

As sementes da espécie Cratylia argentea (sinénimo: C. floribunda e Dioclea
argentea), foram coletadas no Estado do Ceara (3.7319° S, 38.5267° W). A identidade
taxondmica do material coletado foi confirmada pelo Herbéario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceara. Entédo, a lectina CFL foi extraida e purificada das
sementes de C. argentea, seguindo o protocolo descrito por Oliveira et al. (1991). Para
tanto, a lectina foi obtida através de cromatografia de afinidade utilizando a coluna de
Sephadex G-50. A lectina foi dialisada em &gua destilada, liofilizada e submetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12.5% (SDS-PAGE). Além disso, a proteina foi
submetidas a degradacdo de Edman para determinacdo de suas sequéncias de
aminoacidos (Shimadzu PPSQ). A contaminacado por LPS da lectina foi descartada
por meio do ensaio Endosafe-PTS (limite de deteccdo 0.01-10 EU/mL), seguindo o
protocolo descrito pelo fabricante (Charles River-UK). Solugcbes estoque da lectina
CFL foram preparadas em meio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium), para

USO NOoSs experimentos.
Animais

Camundongos machos C57/BL6 naive e duplo nocaute para TLR2/TLR4 foram
obtidos do Instituto Charles River e mantidos sob condi¢des especificas isentas de
patdgenos no departamento de Medicina Veterinaria da Universidade de Cambridge
(Cambridge, Reino Unido). Os animais foram isolados em caixas com filtro e livre
acesso a agua e racdo. Todos os procedimentos foram realizados apGs a aprovacao
do comité de ética experimental da Universidade de Cambridge (PPL 80/2572).

Cultura celular de macrofagos derivados da medula 6ssea

Macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) foram isolados a partir do
fémur e tibia de camundongos C57/BL6 naive e duplo nocaute TLR2/TLR4, apos
serem sacrificados por deslocamento cervical. Para tanto, a medula 0ssea foi lavada
assepticamente com meio de cultura celular DMEM. A suspensao de células obtida
foi centrifugada, lavada e suspensa em DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 2 mM de glutamina, 100 pug de Streptomicina, 100 U de Penicilina e 20% do
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sobrenadante de células L929 (uma linhagem celular produtora do fator estimulador
de macréfagos murinos). Apds, os macrofagos derivados foram semeados em placas
de Petri descartaveis (Cook et al., 2007). O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias
e as ceélulas foram utilizadas nos ensaios entre 6 e 8 dias de cultura. Neste caso, as
células foram suspensas em DMEM contendo baixa concentracdo de glicose
(1000mg/mL), suplementado com 1% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100
ug de estreptomicina e 100 U de penicilina, ajustadas na densidade de 2 x 10° ou 5 x

10°/poco e inoculadas em microplacas de 96 pocos ou 24 pocos, respectivamente.
Ensaio de citotoxicidade

Células BMDM foram quantificadas (2 x 10° células/poco), inoculadas em
microplacas de 96 pogos e incubadas overnight a 37 °C. Posteriormente, a lectina foi
adicionada nos pogos em concentragdes variando de 5.0 a 320 pg/ml. Triton-X (0,5%)
e PBS foram utilizados como controles. Apos 24 h, a atividade metabdlica das células
foi avaliada pela reducdo de resazurina (0.15 mg/ml em PBS) a resofurina. Os
resultados foram analisados em até 4 h por leituras em espectrofotbmetro de
fluorescéncia a 570 e 600 nm e expressos como porcentagem relativa a células néo
tratadas (grupo PBS). Foram realizados pelo menos dois experimentos independentes

em triplicata.
Expressao génica de citocinas

Os ensaios foram realizados em microplacas de 24 pogos para obter o perfil de
expressao de citocinas em macrofagos tratados com CFL. Agonistas dos receptores
TLR4, o lipopolissacarideo ultrapuro R515 (Enzo Life Sciences), e TLR2, pam3CSK4
(InvivoGen), foram utilizados como controles. Apos os tratamentos, as células foram
submetidas a lise com o reagente TRI (Sigma). O RNA total foi utilizado na construcéo
do cDNA, utilizando a enzima M-MLV transcriptase reversa (Sigma). O cDNA
produzido foi utilizado nas analises de expressdo do Fator de Necrose Tumoral-a
(TNF-a), Interleucina-6 (IL-6), e Interleucina-13 (IL-18) por Real-Time RT-PCR
(Sigma, SYBR-Green/Quantitativo RT-PCR Kit). Os genes GAPDH e Beta-actina
murinos foram utilizados como controles internos. Os primers utilizados no presente
trabalho seguiram as sequéncias decritas por Batista et al. (2016). A reacdo de PCR

(20 pl) foi realizada como descrito a seguir: 40 ciclos a 95 °C por 35 s, 60 °C por 60 s
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(Q series Rotor Gene - Qiagen). A formula a seguir foi utilizada para comparacgéo dos
niveis de expressdo dos genes de interesse (G.l.) entre os grupos controle e
experimental:

AACt = [(Ct G.I. controle - Ct GAPDH controle) - (Ct G.I. Experimental - Ct GAPDH Experimentar)]

Os resultados foram expressos em termos de variagdo usando a formula 224CT,

Anélise Estatistica

A andlise estatistica entre os grupos experimentais e controle foi obtida por
andlises de variancia (ANOVA) seguidas pelo teste de Bonferroni com intervalo de
confianca de P < 0.05. Tais analises e a elaboracdo dos gréaficos correspondentes

foram realizadas no programa PRISMA verséo 5.0.

Resultados e Discussao

Apbés a extracdo proteica das sementes de Cratylia argentea, o perfil
homogéneo da lectina CFL foi verificado através de gel de proliacrilamida. Ja o seu
grau de pureza foi analisado através da sequéncia de aminoacidos da lectina, que
apresentou a sequéncia N-terminal: ADTIVAVELDTYPNT. Tal dado corroborou com
a sequéncia priméaria completa de CFL descrita por Cavada et al. (1999), confirmando
a identidade proteica da lectina utilizada no presente trabalho. Neste estudo a lectina
CFL né&o foi toéxica para os BMMs tratados com diferentes concentracdes proteicas
(Fig. 1). Ensaios anteriores de toxicidade demonstraram que CFL foi um potente
moluscicida de Biomphalaria glabrata, cuja concentracgéo letal para 90% dos moluscos
(LCo0) foi de 50,3 pg/ml. Ainda, tal lectina foi toxica contra o microcrustaceo Artemia
salina, cuja LCoo foi de 7.68 ppm (dos Santos et al., 2010). Recentemente, o efeito
citotoxico de CFL foi avaliado em macrofagos obtidos do lavado peritoneal de
camundongos Mus musculus. Os resultados mostraram que a lectina ndo foi toxica
para tais células em concentrac¢des similares as testadas no presente trabalho (Batista
et al., 2017). Ademais, Barral-Neto et al., (1992) demonstraram que além de nao ser
toxica, CFL ainda foi capaz de induzir a proliferacdo de células mononucleares do

sangue periférico (PBMC), além de estimular a produgéo de IFN-y.
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O potencial imunomodulatério da lectina CFL tem sido previamente
demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa (Silva et al., 2016). Por exemplo, CFL
aumentou a capacidade bactericida de macrofagos infectados por Salmonella
Typhimurium e induziu aumento da expressao de citocinas pro-inflamatoérias e dos
receptores TLR2 e TLR4 (Batista et al., 2017). Considerando os resultados de
citotoxicidade, inicialmente foi realizada uma triagem com a finalidade de verificar o
perfil de expressdo de citocinas induzidas por CFL. A lectina foi capaz de regular
positivamente a expressao génica de IL-1B, TNF-a e IL-6 em BMDM nos tempos
analisados. Entretanto, os maiores niveis de expressao foram observados apos 8 h
de exposicdo dos BMDM a lectina, que variaram de 258 vezes para IL-1f3, 233 vezes
para IL-6 e 25 vezes para TNF-a.

Considerando os relatos do envolvimento dos TLRs na acdo imunomodulatéria
por lectinas vegetais (Unitt e Hornigold, 2011), o papel dos receptores TLR2/TLR4 na
ativagdo de citocinas pro-inflamatoérias induzida por CFL foi avaliado. Os dados
demonstram gque houve reducao significativa nos niveis de transcritos de RNAm das
citocinas IL-1B, TNF-a e IL-6 nos BMDM duplo nocaute TLR2/TLR4, quando
comparados a expressdo de células naive (Fig. 2). Tais resultados sdo de grande
relevancia, considerando que os TLRs desempenham um papel essencial para a
resisténcia do hospedeiro contra micro-organismos. Esses receptores reconhecem
regides conservadas de patégenos (PAMPS) e iniciam uma cascata de sinalizacao,
que resultara na protecdo contra uma variedade de patdégenos, incluindo Salmonella
Typhimurium (Sivick et al., 2014). Por exemplo, Arpaia et al. (2011) avaliaram a
influéncia dos receptores duplo nocautes TLR2/TLR4 em BMDM infectados por
Salmonella Typhimurium através da producdo de 6xido nitrico (NO). Esse estudo
revelou que BMDM nocautes foram altamente susceptiveis a esse patdgeno
intracelular, produzindo baixas concentracdes de NO em comparacdo aos BMDM
naive.

Finalmente, lectinas vegetais tém sido descritas como moléculas agonistas de
TLRs, capazes de interagir com diferentes receptores (Silva e Correia, 2014). Sugere-
se que essa propriedade esteja relacionada com os sitios de reconhecimento de
carboidrato da lectina e a apresentacao desses sitios em diferentes TLRs (Unitt e
Hornigold, 2011). Tal hip6tese foi confirmada por Mariano et al. (2014) em sua

pesquisa onde mostraram a relevancia biologica da interacdo direta entre a lectina
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ArtinM e N-glicanos do receptor TLR2. Tal estudo demonstrou que macréfagos
nocautes para TLR2 produziram niveis reduzidos significativos de IL-12 e IL-10 em
resposta ao tratamento com a lectina quando comparados com macrofagos naive.
Além disso, a ligacdo entre TLR2 e a lectina foi inibida quando ArtinM foi pré-incubada
com seu carboidrato especifico, a manotriose. Considerando a fundamental
importancia da sinalizacdo mediada pelos TLRs para o controle de infec¢des, novas
moléculas capazes de modular a resposta imunologica via TLR tém sido alvos para o
desenvolvimento de novos terapicos, potencializando a eficacia de vacinas e
antibiéticos contra agentes infecciosos (Hancock et al., 2012; Maisonneuve et al.,
2014). Nesse contexto, o presente trabalho apresenta uma nova potencialidade para
a lectina CFL como agonista de TLR, com vistas ao desenvolvimento de farmacos
capazes de modular a imunidade antimicrobiana contra patégenos, tais como

Salmonella
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Fig. 1. Viabilidade celular apos a exposicdo de BMDM a lectina de Cratylia argentea
(CFL). Os macréfagos foram incubados com CFL em placas de 96 pocos com
diferentes concentragfes durante 24 h. A viabilidade celular foi avaliada através da
medicdo da reducdo de resazurina em resofurina. Os resultados foram analisados até
4 h por leituras espectrofotométricas a 570 e 600 nm, e expressos como percentagem
em relacdo as células ndo tratadas (grupo PBS). Triton-X (0,05%) foi utilizado como
controle técnico. * P <0,05 através ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni,
comparacao com Triton-X no mesmo periodo de tempo. Comparacfes entre as doses

nao apresentaram diferencgas significativas.
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(Expressao relativa em Log10, normalizado com GAPDH)
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Fig. 2. Expresséo génica de citocinas em macréfagos derivados da medula 6ssea naive e duplo nocaute TLR2/TLR4 tratados com
a lectina vegetal CFL (20 pg/ml) apds 8 h de exposicao. Lipopolissacarideo (3 pg/ml) e Pam3CSK4 (1 pg/ml) foram utilizados como

controles. Os dados representam um de pelo menos dois experimentos independentes com resultados similares.
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Resumo

Background: O antigeno polissacaridico Vi é uma das opcdes vacinais licenciadas que
tem sido utilizada com sucesso limitado na imunizacdo contra a febre tifoide. As
lectinas vegetais CFL e ConBr sdo proteinas com potencial imunomodulatério
capazes de induzir a expressao de citocinas pro-inflamatorias e TLRs, demonstrando

efeito benéfico em modelos experimentais de infeccdo por Salmonella.

Proposta: Avaliar o potencial adjuvante in vivo das lectinas ConBr e CFL co-

administradas ao antigeno Vi purificado em camundongos Swiss.

Métodos: Os animais foram imunizados com uma preparacdo contendo antigeno Vi
(10 pg) co-administrado com 100 pug de CFL ou ConBr, pela via intraperitoneal (i.p.).
No 15° dia, os animais foram inoculados com a dose reforco. Apés 30 dias, a coleta
de sangue dos animais de todos os grupos foi realizada para andlise do titulo de
anticorpos IgG anti-Vi.

Resultados: As lectinas CFL e ConBr ndo foram capazes de induzir o aumento no
titulo de anticorpos especificos IgG anti-Vi, ja que ndo houve diferenca estatistica

significativa em relacédo aos grupos imunizados somente com antigeno Vi purificado.

Concluséo: Os dados sugerem que as lectinas vegetais CFL e ConBr ndo possuem

potencial adjuvante quando associadas a antigenos T-independentes.

Palavras-chave: CFL, ConBr, Adjuvante vacinal, antigeno Vi, Salmonella.
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Introducéo

Lectinas vegetais sdo moléculas capazes de se ligar reversivelmente a
carboidratos especificos. Dentre as diversas atividades bioldgicas atribuidas a essas
proteinas, esta o potencial imunomodulatério (Souza et al., 2013). Esse potencial esta
relacionado a capacidade de interacdo dessas proteinas com carboidratos presentes
na superficie de células do sistema imune, podendo resultar na transducao de sinal e
consequente producdo de citocinas (Lam; Ng, 2011). Nesse contexto, substancias
capazes de modular a resposta imunologica representam uma alternativa promissora
para o desenvolvimento de novos farmacos. Tais substancias, também denominadas
de adjuvantes terapéuticos, sdo geralmente agonistas de receptores Toll-Like e Nod-
Like e podem atuar nos mecanismos imunolégicos naturais e adaptativos do
hospedeiro, aprimorando a eficdcia de antigenos vacinais (Hancock et al., 2010;
Maisonneuve et al., 2014).

As lectinas vegetais de Cratylia argentea (CFL) e Canavalia brasiliensis
(ConBr) tém sido investigadas quanto ao seu potencial imunomodulatorio em
diferentes modelos experimentais (Batista et al., 2017; Silva et al.,, 2016).
Recentemente, tais lectinas foram capazes de conferir prote¢cdo a macrofagos murinos
peritoneais contra a infeccdo por Salmonella através da inducdo de citocinas pro-
inflamatorias com envolvimento dos receptores TLR4 e 9 e, em menor grau, TLR2,
demonstrando propriedades imunomoduladoras benéficas para o controle de células
infectadas por cepa virulenta de Salmonella (Batista et al., 2017). Tais dados sugerem
que essas moléculas representam uma alternativa promissora para o0 uso na terapia
adjuvante contra Salmonella. O género Salmonella inclui patdgenos intracelulares
facultativos capazes de sobreviver dentro de fagoécitos. Tal género possui diversas
espécies de importancia médica, incluindo Salmonella enterica Sor. Typhi, agente
etiologico da febre tifoide (Buckle et al., 2012).

A febre tifoide é uma doenca febril aguda responsavel por cerca de 33 milhdes
de casos a cada ano em todo o mundo, resultando em 500 mil ébitos (Garmory et al.,
2002). Tal doenca esta fortemente presente em locais que possuem saneamento
basico precario, ocorrendo principalmente no sudeste da Asia devido a alta
prevaléncia de resisténcia a antibidticos nessa regiao (Parry et al., 1998). Atualmente,

existem duas vacinas amplamente licenciadas para uso contra a febre tifoide, a vacina
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oral Ty2la e a vacina polissacaridica do Vi purificado (Jackson et al., 2015). No
entanto, tais vacinas ndo demonstram alto poder imunogénico, possuem tempo de
protecdo limitado, além de nado induzirem protecdo eficaz contra a febre tifoide em
criancas menores de 2 anos (Guzman et al.,, 2006). Nesse contexto, novas
formulagbes vacinais que confiram um maior tempo de protecdo imunoldgica estao
sendo pesquisadas (Maclennan et al., 2014). Considerando a acdo benéfica
demonstrada pelas lectinas vegetais ConBr e CFL contra infeccbes causadas por
Salmonella, o presente trabalho avaliou o potencial adjuvante de ambas as lectinas

na imunizagao contra a febre tifoide.

Material e Métodos

Lectinas

As sementes das espécies Cratylia argentea e Canavalia brasiliensis foram
coletadas no Ceara. Apés, a identificacdo do material coletado foi realizada pelo
Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara. As lectinas CFL e ConBr
foram extraidas e purificadas das sementes de C. argentea e Canavalia brasiliensis,
respectivamente, através de cromatografia de afinidade utilizando coluna de
Sephadex G-50 e seguindo as metodologias descritas por Oliveira et al (1991) e
Moreira (1984).

Animais

Camundongos suicos fémeas de 4-6 semanas de idade (peso 30 g £ 5) foram
obtidos do Laboratério Nacional Agropecuério (LANAGRO, PE, Brasil). Os animais
foram mantidos com acesso livre a agua e racao padrao (Purina, Pauline, SP, Brasil).
Os ensaios do presente trabalho somente foram executados apds a aprovacao do
comité de ética experimental da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Nimero
da licenca: 126/2015).

Imunizacao

Para verificar o efeito adjuvante das lectinas ConBr e CFL, os animais
(n=5/grupo) foram imunizados com o antigeno Vi (10 pg) co-administrado com CFL
(100 pg) ou ConBr (100 ug) via intraperitoneal (i.p.). Outro grupo foi administrado com
tampao fostato salino estéril (PBS) e utilizado como controle. Apos 15 dias da primeira
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imunizacao, os animais foram inoculados com a dose refor¢co. Apés 30 dias, a coleta
de sangue dos animais de todos os grupos foi realizada.

Determinacéo do titulo de anticorpos IgG anti-Vi

A andlise do titulo de anticorpos foi realizada através de ELISA indireto
seguindo protocolo descrito por Janis et al. (2011). A leitura da absorbancia a 492 nm
foi realizada em espectrofotdmetro para deteccéo de anticorpos IgG anti-Vi. Todas as

amostras foram analisadas em triplicata.

Analise Estatistica

A andlise estatistica entre 0s grupos experimentais e controle foi obtida por
andlises de variancia (ANOVA) seguidas pelo teste de Bonferroni com intervalo de
confianca de P < 0.05. Tais analises e a elaboracdo dos graficos correspondentes

foram realizadas no programa PRISMA verséo 5.0.

Resultados e Discusséao

Para obter sucesso em formulacbes vacinais é imprescindivel que haja a
inducdo e manutencdo da resposta humoral protetora a longo prazo. Entretanto,
poucos antigenos sdo capazes de induzir tal resposta, incluindo o antigeno vacinal Vi
(Jackson et al., 2015). Tal antigeno é caracterizado como um polimero linear de 1,
4(2-deox)-2-N-acido acetilgalacturdénico variavel com 60 a 70% de unidades
monomeéricas O-acetiladas na posicédo C3 que tem sido utilizado com sucesso limitado
na protecao contra a febre tifoide (Szu et al., 1991). Essa limitacdo ocorre ja que
antigenos polissacaridicos induzem resposta independente de células T, possuem
baixo potencial imunogénico, ndo induzem memaria imunoldgica a longo prazo e sédo
ineficazes em criangas com menos de 2 anos.

Neste trabalho as lectinas ConBr e CFL foram avaliadas como moléculas
adjuvantes potencializadoras da resposta imunolégica desenvolvida pelo antigeno Vi
através da producdo de anticorpos IgG anti-Vi, j& que tais anticorpos sdo essenciais
na resposta humoral contra Salmonella, sendo a principal classe de anticorpos
produzida em estudos com o antigeno Vi (Losonsky et al., 1987). Os resultados

obtidos demonstraram que tais lectinas ndo possuem efeito adjuvante frente ao
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antigeno vacinal Vi de S. Typhi, ja que a analise do titulo de anticorpos especificos de
IgG anti-Vi demonstrou que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos imunizados com as lectinas co-administradas ao antigeno Vi quando
comparado ao grupo imunizado somente com o antigeno Vi purificado (Fig. 1).

Moléculas que demonstram potencial na terapia adjuvante tém sido conjugadas
junto ao antigeno Vi com a finalidade de potencializar a memaria imunolégica a longo
prazo e elicitar resposta dependente de células T (Maclennan et al.,, 2014). Tais
vacinas conjugadas sao capazes de induzir titulos significativamente elevados de
anticorpos IgG anti-Vi quando comparadas a administracao do antigeno Vi purificado
ou misturado a proteinas (Micoli et al., 2011). Isso sugere que nédo foi possivel verificar
0 aumento no titulo de anticorpos no presente trabalho ja que preparacdes de ConBr
ou CFL misturadas ao antigeno Vi foram utilizadas no protocolo de imunizacdo ao
invés de conjuga-las ao antigeno. Vacinas conjugadas demonstram alta eficacia,
seguranca, poder imunogénico e sao eficazes em criangas menores de 2 anos, grupo
onde a incidéncia da doenca é comprovadamente alta (Sinha et al., 1999; Szu et al.,
2013).

Embora as lectinas de C. argentea (CFL) e C. brasiliensis (ConBr) tenham
recentemente demonstrado potencial adjuvante terapéutico promissor como
imunomoduladores capazes de induzir a expressdo citocinas proé-inflamatérias e
TLRs, atuando no controle de células infectadas por Salmonella (Batista et al., 2017),
no presente trabalho tais lectinas ndo demonstraram efeito imunoadjuvante quando

co-administradas ao antigeno vacinal Vi de S. Typhi.
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Fig. 1. IgG sérica anti-Vi quantificada por ELISA indireto. Os animais foram imunizados
inicialmente e receberam a dose reforco no 15° dia. Ap6s 30 dias da dose inicial, o
titulo de anticorpos foi avaliado no soro dos animais. Grupo Vi: animais imunizados
com 10 pg de Vi purificado; Vi + CFL: animais imunizados com 100 pug de CFL + 10
pg de antigeno Vi; Vi + ConBr: animais imunizados com 100 pg de ConBr + 10 ug de
antigeno Vi. Os resultados foram analisados por leituras espectrofotométricas a 492
nm e expressos como variacao relativa entre o grupo experimental e o grupo controle
PBS. * P <0,05 através ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, comparacao com o
grupo Vi imunizado no mesmo periodo de tempo. Comparacdes entre 0s grupos de

animais imunizados e o grupo controle (PBS) apresentaram diferencas significativas.
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5. CONCLUSAO

As lectinas ConBr e CFL demonstram propriedades imunomoduladoras
protetoras no controle de macrofagos infectados por S. Typhimurium. Tal protecéo é
conferida através da modulacdo dessas células por meio da expressao de citocinas
pré-inflamatérias e TLRs. Entretanto, tais lectinas ndo sdo capazes de potencializar a
resposta protetora conferida pelo antigeno vacinal Vi. De maneira geral, os resultados
sugerem que as lectinas representam uma perspectiva promissora para o

desenvolvimento de novos farmacos contra Salmonella.
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Bockground: Plant lectins have long been wsed in biomedical research as immunomodulators against
tunor cells and microbial infections.

Purpose: To test the ability of plant lectins ConBr (Canavalia brasiliensis) and CFL {Cratylia argentea) to ac-
tivate antimicrobial and immunomodulatory activities of murine peritoneal macrophages (pMB) infected
with a virulent strain of Salmonella enterica serovar Typhimurium (STm)

Methods: We incubated pM@ with non-toxic amounts of ConBr and CFL either before (preventive sched-
ule) or after (curative schedule) exposure to STm.

Results: In uninfected pM@, ConBr and CFL greatly increased levels of mRMNA transcripts for IL-18, TNF-
a and IL-6 and the inducible nitric oxide synthase (iNOs), but not IL-10 and IL-12. Exposure to naive
splenocytes of culture supernatants of pM@ previously stimulated with CFL resulted in expression of 1L-
12 and [FN-p. Both preventive and curative treatment schedules significantly reduced the intracellular
load of Salmonella. Experiments in infected macrophages exposed to lectins in the preventive schedule
showed that mRMA transcripts for IL-6 and TNF-or were increased by CFL, whereas ConBr enhanced 1L-
12 (subunit p40). In the curative schedule, CFL induced significant expression of IL-12 (p40) whereas
ConBr enhanced expression 1L-18 and TNF-o genes. The lectin treatments did not influence on iNOs
expression in pM@ infected with 5Tm C5 regardless of the treatment schedule. Curative treatments with
CFL increased approsimately 130-fold expression of TLR-4 whist expression of TLR-9 was increased by
treatments with ConBr.

Conclusion: We conclude that lectins ConBr and CFL have immunomodulatory properties that are bene-
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