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RESUMO

A Listeria monocytogenes € o agente etioldgico causador da listeriose, uma infecgao
de origem alimentar que acomete diversas espécies animais, inclusive seres
humanos. Suas caracteristicas patogénicas a tornaram uma preocupacgéo
significativa para a industria alimenticia, sobrevivendo e proliferando em condi¢des
ambientais adversas. No ambito de alternativas contra a agao da L. monocytogenes,
a lectina de Cratylia argentea (CFL), tem demonstrado capacidade de auxiliar o
sistema imunolégico do hospedeiro no processo de identificagdo do organismo
invasor. Neste sentido, investigamos, in vitro e in vivo, a influéncia da lectina CFL
contra a infecgdo causada por L. monocytogenes em camundongos Swiss. Para o
teste in vitro, os camundongos foram infectados com as concentragdes 1x10° e
2x10° UFC/mL, inoculando 200uL em cada grupo via intraperitoneal. Macréfagos
peritoneais foram recolhidos, fixados em estufa com 5% de CO, e, 24h apd6s foram
tratadas com 9 doses de CFL: variadas entre 100 uyg/mL e 0,39 pg/mL; enquanto os
grupos controles receberam apenas RPMI e gentamicina 10 ug/mL. Apds 24h de
tratamento, foram feitas as analises de viabilidade celular e quantificacdo de
bactérias intracelulares. Para o teste in vivo, avaliamos inicialmente a sobrevivéncia
dos animais durante cinco dias apds a administragdo do indculo via intragastrica,
utilizando concentragdes que variaram entre 2x10% e 2x10° UFC/mL, com um volume
de 200 pL. A seguir, bacgo, figado e sangue foram coletados para quantificagdo
bacteriana. A partir disso, realizamos um teste para avaliar a acdo da lectina
associada ao antibiotico. Os animais foram inoculados com a concentracdo de 2x10°
UFC/mL, via intragastrica, e o tratamento iniciado 24h depois. As analises foram
feitas apds 24h e 96h apos o tratamento, com coleta do sangue, baco, figado e
linfonodos. Os resultados do primeiro teste mostraram que a dose 100 pg/ml
manteve um percentual de viabilidade celular alto quando comparada com o grupo
tratado com gentamicina, e houve uma diferencga significativa nas dosagens 100 e
50 ug/mL de CLF em relagcé&o ao grupo RPMI, que foi infectado e ndo tratado. Para o
segundo teste, o indculo com a concentragdo 2x10° UFC/mL apresentou os dados
clinicos esperados de uma infecgdo. Apos as 96h de tratamento, a partir das
analises, o baco e linfonodo tratados com CFL isolada e em conjuntura com o
antibidtico, apresentaram diferengas significativas na diminuigdo da carga bacteriana

quando comparadas ao grupo tratado com solugdo salina. Também, a lectina



diminuiu a concentragdo de leucécitos totais no sangue, indicando seu potencial
anti-inflamatério. Ainda, o grupo tratado com CFL apresentou maior produgédo de
transcritos de mRNA para as citocinas pré e anti-inflamatérias. Como conclusao, foi
possivel observar que a CFL pode modular a atividade bactericida, aumentando
também a viabilidade de macréfagos apds a infecgdo por L. monocytogenes.
Ademais, a sua jungao com antibacterianos mostrou potencial agao anti-inflamatéria

a longo prazo, podendo evitar o choque séptico.

Palavras-chave: Listeriose; Fitoterapia; Imunomodulador; Macréfagos; Citocinas.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is the etiological agent responsible for listeriosis, a
foodborne infection that affects various animal species, including humans. Its
pathogenic characteristics have made it a significant concern for the food industry, as
it survives and proliferates in adverse environmental conditions. Among the
alternatives to combat L. monocytogenes, the lectin from Cratylia argentea (CFL) has
demonstrated the ability to assist the host's immune system in identifying the
invading organism. In this context, we investigated, both in vitro and in vivo, the
influence of CFL lectin against infection caused by L. monocytogenes in Swiss mice.
For the in vitro test, the mice were infected with concentrations of 1x10° and 2x10°
CFU/mL, inoculating 200uL into each mouse’s peritoneal cavity. Peritoneal
macrophages were collected, incubated in a 5% CO2 environment, and after 24
hours, they were treated with 9 different doses of CFL, ranging from 100 pg/mL to
0.39 pg/mL, while the control groups received only RPMI and 10 pg/mL gentamicin.
After 24 hours of treatment, cell viability analyses and quantification of intracellular
bacteria were performed. For the in vivo test, we initially evaluated the survival of the
animals over five days after the inoculum was administered via intragastric injection,
using concentrations ranging from 2x10° to 2x10° CFU/mL, with a volume of 200 pL.
Following this, the spleen, liver, and blood were collected for bacterial quantification.
We then performed a test to evaluate the effect of lectin combined with the antibiotic.
The animals were inoculated with a concentration of 2x10° CFU/mL via intragastric
injection, and the treatment began 24 hours later. Analyses were conducted at 24
and 96 hours post-treatment, with the collection of blood, spleen, liver, and lymph
nodes. The results of the first test showed that the 100 uyg/mL dose maintained a high
percentage of cell viability compared to the group treated with gentamicin, and there
was a significant difference in the 100 and 50 pg/mL doses of CFL compared to the
RPMI group, which was infected but not treated. For the second test, the inoculum
with a concentration of 2x10° CFU/mL presented the expected clinical signs of an
infection. After 96 hours of treatment, analyses showed that the spleen and lymph
nodes treated with CFL alone and in combination with the antibiotic showed
significant differences in the reduction of bacterial load compared to the group treated
with saline solution. Additionally, the lectin reduced the total white blood cell count in

the blood, indicating its anti-inflammatory potential. Furthermore, the group treated



with CFL showed higher mRNA transcript production for both pro-inflammatory and
anti-inflammatory cytokines. In conclusion, it was observed that CFL can modulate
bactericidal activity, also increasing macrophage viability after infection by L.
monocytogenes. Moreover, its combination with antibacterial agents demonstrated

potential long-term anti-inflammatory action, possibly preventing septic shock.

Keywords: Listeriosis; Phytotherapy; Immunomodulator; Macrophages; Cytokines.
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos possuem papéis importantes na formagdo e na
perpetuacao da vida. Contudo, também podem causar inumeros tipos de infecgdes e
intoxicagdes nos individuos que entram em contato com eles (Tortora et. al, 2017).
As doencas infecciosas estdo entre as principais preocupacdes em escala mundial,
sendo apontadas entre as 10 principais causas de mortes globais (Organizagéo
Mundial de Saude, 2024).

A Listeria monocytogenes € uma bactéria com morfologia de bastonete,
gram-positiva, euritdépica, anaerdbica facultativa e agente etioldgico da listeriose,
uma infecgdo de origem alimentar que pode causar sintomas como diarreia, vémito e
febre. Capaz de contaminar laticinios, a bactéria apresenta-se como uma grande
preocupacao para a industria alimenticia por também ser psicotrofica, ou seja, capaz
de crescer em temperaturas abaixo de 7°C (Meloni, 2014); além de possuir
mecanismos patogénicos que permitem a sua sobrevivéncia no interior de células
fagociticas (Tortora et al., 2017). Ademais, a infecgdo por L. monocytogenes, pode
evoluir para outros agravos como a sepse bacteriana, meningite bacteriana, infecgao
do feto e até mesmo o aborto, em pacientes imunossuprimidos, idosos e gestantes
(Radoshevich e Cossart, 2018).

Diante do cenario de aumento de cepas bacterianas resistentes aos agentes
antimicrobianos, preocupacado que apresenta-se como uma das principais ameacgas
globais a saude publica que a humanidade enfrenta (Organizacdo Mundial de
Saude, 2023), tem-se a necessidade de desenvolvimento de novas formulagdes
antimicrobianas. Desta forma, as lectinas vegetais mostram-se como propriedades
biotecnolégicas e demonstram potencial anti-infectivo, sendo mediadoras de
diferentes processos biologicos (Oliveira, 2018).

As lectinas estdo amplamente distribuidas pela natureza, sendo componentes
de varios organismos, como virus, fungos, bactérias, plantas e animais. Elas séo
consideradas revolucionarias por conter propriedades ligantes a carboidratos que
auxiliam na identificagdo e consequente eliminagdo do organismo invasor, resultado
da modulagdo da resposta imunologica (Oliveira, 2018; Santana et al., 2022;
Romagnani, 2007). A lectina de Cratylia argentea, de sinbnimo Cratylia floribunda

(CFL), mostrou anteriormente acado protetora e agdao moduladora na atividade
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bactericida de macrofagos contra a infecgdo por Salmonella enterica (Silva, 2014;
Batista et al., 2017).

O presente estudo investigou se a lectina de C. argentea (CFL) influencia na
fagocitose e destruigdo intracelular de L. monocytogenes e na resposta imune em

camundongos Swiss infectados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Listeria monocytogenes e a listeriose

A Listeria monocytogenes € uma bactéria com morfologia de bacilo curto,
Gram-positiva, ubiquitaria, ndo formadoras de esporos ou capsulas, intracelular e
anaerobica facultativa. Possui flagelos peritriquios que garantem certa motilidade
para a bactéria, sendo esta tipica, em espiral e baseada em actina (Barancelli et al.,
2011; Meloni, 2014; Zhang et al, 2017).

Sendo comum em diferentes habitats, com prevaléncia nos solos e aguas, a
L. monocytogenes possui uma grande tolerancia em relagcdo ao ambiente, podendo
sobreviver e crescer em condicbes adversas (Farber et al., 2020). A temperatura
ideal para o seu crescimento varia entre 30 - 37° C (Meloni, 2014). Contudo, é
classificada como psicotrofica por ser capaz de sobreviver e crescer em
temperaturas até 4,4° C (Carvalho, 2010).

Entre as espécies do género Listeria, as espécies consideradas patogénicas
sao a L. monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri, sendo estas ultimas menos
comuns, € a L. ivanovii mais associada a infeccdo em ruminantes (Farber et al.,
2020; Meloni, 2014). Assim, a L. monocytogenes é o agente etioldgico da listeriose,
uma infecgdo de origem alimentar que causa sintomas como febre, diarreia e vomito,
provocando uma grande preocupagao para a industria alimenticia, por suas
caracteristicas de adaptagcdo ao ambiente, podendo estar presente em hortaligas,
laticinios e frios; ainda, pode contaminar os equipamentos que processam 0s
produtos alimenticios e se perpetuar (Tortora et al., 2017).

Segundo Barancelli et al. (2011), no Brasil, os produtos lacteos sao os
principais contaminantes consumidos, em especial o leite cru, no qual a taxa de
ocorréncia varia de 0 a 37,8%. Ademais, destacam-se o presunto assado, produtos
de carne e o sushi de salmdo com altas taxas de ocorréncia do patégeno. Os dados
epidemioldgicos referentes a doenca listeriose no Brasil sdo escassos, evidenciando
uma subnotificacdo de casos por motivos como a falta de procura médica e os altos
custos da realizacdo de um teste especifico para a doenca, considerando o tempo e
dinheiro (Costa et al., 2022). Além dos sintomas tipicos da listeriose, em pacientes
imunodeprimidos, idosos e gestantes, a bactéria pode chegar ao sistema nervoso
central e causar meningite, sendo a quarta causa mais comum de meningite

bacteriana, além de também provocar a sepse bacteriana, infecgcdo do feto e até



16

mesmo o aborto ou bebé natimorto (Radoshevich e Cossart, 2018; Tortora et al.,
2017).

Figura 1. L. monocytogenes vista em microscopio 6ptico com aumento de 1000x.

Fonte: Autoral, 2024

2.2 Processo Infeccioso

A principal porta de entrada para a infec¢gdo por L. monocytogenes é a via
oral, geralmente através do consumo de alimentos contaminados como hortaligas
mal lavadas, ou laticinios e produtos frios que frequentemente sdo consumidos sem
aquecimento prévio. (Barancelli et al., 2011; Meloni, 2014). Depois que entra no
organismo do hospedeiro, a bactéria precisa suportar a primeira linha de defesa do
organismo: a acidez do suco gastrico; visto que pode crescer em um ambiente com
pH entre 4,5 e 9,0, o uso de antiacidos pelo hospedeiro pode ser um risco para se
tornar suscetivel a infecgao (Meloni, 2014; ; Santana, 2020; Tortora et al., 2017).

ApOs passar pelo estbmago, o patdégeno ira se alojar nas células epiteliais do
intestino através de uma endocitose mediada por receptor, entre a Internalina A
(InA), InB e InC, e a E-caderina de enterdcitos, hepatécitos e mondcitos,
respectivamente. A seguir, se espalha através de linfonodos para os 6rgaos-alvo,
como baco e figado. Uma vez disseminada pelo organismo, a L. monocytogenes

enfrenta a segunda linha de defesa do corpo: as células fagociticas; entretanto,
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estas células podem ainda causar vantagem a disseminagao da infecgdo e provocar
um choque séptico (Radoshevich e Cossart, 2018; Tortora et al., 2017).

Dentro de uma célula fagocitica, como o macréfago, a bactéria utiliza seus
fatores patogénicos para escapar da morte. A utilizagao de listeriolisina O (LLO) e as
fosfolipases A e B (PIcA e PIcB, respectivamente) garantem a ruptura do fagossomo,
em que estd aprisionado no macréfago, através de poros, € seu escape para o
citoplasma da célula. Entretanto, a L. monocytogenes pode também residir no
interior do vacuolo, replicando-se e utilizando como reservatorio de células
bacterianas; e, ainda, pode induzir a exocitose na célula hospedeira, para promover
a sua disseminagao. A partir dos fatores supracitados, o patégeno consegue se
espalhar por todo o organismo, e, a depender do estado imunoldgico do hospedeiro,
causar agravamento do quadro clinico (Dowd et al., 2020; Murray et al., 2017,
Radoshevich e Cossart, 2018; Tortora et al., 2017).

2.3 Resposta Imunolégica

A resposta imunoldgica do hospedeiro acontece a partir do momento em que
o patdégeno consegue adentrar o trato gastrointestinal, nos enterdcitos.(Murray et al.,
2017; Tortora et al., 2017). O sistema imune inato & caracterizado por responder
rapidamente a infecgdo a partir do momento que o organismo € invadido e o
antigeno é localizado. Para tal, durante a inflamagao, os componentes sao ativados
pelo contato com as proteinas presentes na sua membrana, os receptores
semelhantes ao Toll (TLR), com componentes presentes no antigeno, os padrdes
moleculares associados a patéogenos (PAMPs); no caso da L. monocytogenes,
reconhece-se a flagelina. Assim, os TLRs atuam como instigadores e reguladores da
resposta imune (Coelho-Castelo et al., 2009; Ferraz et al., 2011; Tortora et al., 2017).

As células fagociticas possuem uma grande importancia para a depuragéo de
organismos invasores. Sendo assim, elas sdo as primeiras a se concentrarem no
local de infecgao, e sdo responsaveis pela liberagado de citocinas pré-inflamatérias
que auxiliam no recrutamento de outras células com funcao bactericida (Ferraz et
al., 2011). As principais citocinas sdao o Fator de Necrose Tumoral Alfa, a
Interleucina-1, Interleucina-6 e Interleucina-12 (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12,
respectivamente), produzidas para fase inicial da inflamacgéo através de macréfagos
(Queiroz e Batista, 1999).
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Quando a resposta imune inata ndo é suficiente para a neutralizagcdo do
patdgeno, o sistema imune adaptativo € acionado para conter a situagdo (Machado
et al., 2004). Os linfocitos T possuem diferentes fungdes e classes; assim, as
células T auxiliares (Th ou T CD4+) desencadeiam uma série de reagbes para
neutralizacdo do antigeno. Os linfécitos Th1 e Th2 contribuem na liberagdo de
citocinas como a Interferon Gama (IFN-y), recrutando células Natural Killer (NK), T
CDS8 e fagdcitos que também sao células apresentadoras de antigenos (APCs); além
da colaboragdo com linfécitos B para a formagdo de anticorpos, como a
Imunoglobulina E (IgE) (Coelho-Castelo et al., 2009; Cruvinel et al., 2010; Machado
et al., 2004; Tortora et al., 2017).

Ainda, as células TCDS8 citotéxicas sao importantes na lise da célula infectada
através do Complexo Principal de Histocompatibilidade | (MHC 1), visto que a
bactéria possui a habilidade de escapar do fagossomo. Considerando que a L.
monocytogenes é um patdégeno oportunista que replica-se no interior das células do
hospedeiro, os macréfagos também contribuem para a produgdo de 6xido nitrico
(NO), no qual possui um potencial citotéxico que destréi células invasoras. A
ativagdo de células NK é outra aliada na destruicdo dos patdgenos intracelulares;
estimulada pela IL-12, a célula NK resulta na também estimulagdo de macrofagos
através do IFN-y, contribuindo para a atividade bactericida (Coelho-Castelo et al.,
2009; Cruvinel et al., 2010; Machado et al., 2004; Queiroz e Batista, 1999; Tortora et
al., 2017).

2.4 Lectinas vegetais

Os estudos com a utilizagdo de lectinas tém pelo menos 130 anos, com a
descoberta da ricina por Stillmark, em 1888, e seu potencial téxico (Tsaneva e Van
Damme, 2020). Desde entdo, ha inumeros relatos sobre o potencial das lectinas
para diversas aplicagdes. As lectinas sa&o consideradas bioativos que estédo
presentes em diversos organismos, sendo produzidas tanto em plantas quanto em
animais (Mishra et al., 2019).

Constituidas de proteinas e/ou glicoproteinas, possuem a habilidade de se
ligar especificamente a carboidratos, de maneira reversivel (Bellande et al., 2017;
Kumar et al., 2012; Mishra et al., 2019). Nas plantas auxiliam no processo de
protecdo contra patdgenos, transporte e armazenamento de nutrientes e

coordenagao de suas atividades metabdlicas. Podem ser encontradas
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principalmente em sementes, raizes e folhas, sendo também importantes na
comunicacdo entre células e na associagdo simbidtica da planta com os
microrganismos fixadores de nitrogénio (Bellande et al., 2017).

O potencial biotecnolégico e modulador das lectinas vegetais tém sido
relatados em pesquisas ao longo dos anos. A lectina de Synadenium carinatum
apresentou propriedades anti-inflamatérias e anti-asmatica (Rogério et al., 2007),
modulagdo da atividade fagocitica de macrofagos contra uma infeccdo por
Leishmania amazonensis (Afonso-Cardozo et al., 2011) e acdo imunomoduladora
sozinha e em conjunto com a lectina de Artocarpus heterophyllus contra uma
infeccdo por Toxoplasma gondii (Souza et al., 2016), todos em modelo murino.
Ademais, também foram descritos potenciais antimicrobiano em tratamento
preventivo com lectinas de Canavalia brasiliensis e Cratylia argentea (Silva et al.,
2016) e potencial anti-necrético em um experimento de pancreatite aguda, com

Canavalia ensiformis e Canavalia brasiliensis (Oliveira et al., 2022).

2.5 Cratylia argentea e a lectina CFL

A Cratylia argentea (Desv.) O. Kuntze é uma leguminosa da familia Fabaceae,
nativa do Cerrado, é encontrada no Brasil nos estados do Mato Grosso, Goias,
Ceara, Piaui, Para e Tocantins (De Queiroz et al., 2015). E uma espécie arbustiva,
forrageira, com bastante tolerdncia ao periodo de seca, permanecendo com
folnagens verdes durante todo o ano, sendo assim, apontada como um recurso
alimentar com grande potencial proteico para ruminantes em periodos de seca
(Ibrahim et al., 2001; lzaguirre-Flores e Martinez-Tinajero, 2007; Lascano et al.,
2002; Xavier; Carvalho; Botrel, 1995;).

A lectina de C. argentea, de sinénimo C. floribunda, denominada CFL, € uma
hololectina, se liga a moléculas de manose ou glicose presente na superficie das
células (Barral-Neto et al., 1999; Calvete, 1992; Oliveira; Cavada; Moreira, 1991). O
potencial biotecnolégico da CFL foi testado ao longo dos anos, proporcionando
resultados como a imunomodulagdo em acao bactericida de macrofagos contra L.
monocytogenes (Santana et al., 2022), reduziu a biomassa de Klebsiella oxytoca e a
biomassa do biofiime de Pseudomonas aeruginosa (Vasconcelos et al., 2014) e
mostrou agao protetora e moduladora na atividade bactericida de macréfagos contra
a infeccao por Salmonella enterica serovar Typhimurium (Batista et al., 2017; Silva,
2014).



Figura 2. C. argentea fotografada em seu habitat natural.

Ceélio Moura

Fonte: Clélio Moura, 2021
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar se a lectina de Cratylia argentea (CFL) influencia na fagocitose e
destruicdo de Listeria monocytogenes e na resposta imune em camundongos Swiss

(Mus musculus Linnaeus, 1758) infectados.

3.2 Especificos

A) Verificar se a CFL possui influéncia na diminuicdo da carga bacteriana
intracelular de macréfagos de camundongos Swiss infectados por L.
monocytogenes;

B) Determinar a concentragdo de inéculo adequado de L. monocytogenes em
modelo de infecgao intragastrica;

C) Verificar se a CFL possui influéncia na diminuicdo da carga bacteriana em
orgaos-alvo de camundongos infectados por L. monocytogenes através de
infecgao por via intragastrica;

D) Verificar a eficacia do tratamento in vivo com CFL quando associada a
gentamicina contra a L. monocytogenes;

E) Identificar se a CFL possui uma influéncia na eficiéncia da resposta imune

inata e adaptativa de camundongos Swiss infectados por L. monocytogenes.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram obtidos camundongos fémeas Swiss pesando 35 = 5 g (4-6 semanas)
do Biotério do Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade
Federal de Pernambuco. Todos os ensaios que envolveram experimentagdo animal
possuiam aprovagdo do Comité de Etica Experimental Animal da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (CEUA n° 1889260821). Os animais foram mantidos
em biotério com controle de temperatura de ar controlada de 23-24 °C e ciclos de

12h claro / 12h escuro com livre acesso a agua e ragao durante todo o experimento.

4.2 Lectina

Amostras de C. argentea foram coletadas no Estado do Ceara e as lectinas
foram obtidas com apoio da equipe do Prof. Marcio Viana Ramos da Universidade
Federal do Ceara (UFC). A identificacdo taxonbémica do material boténico foi
confirmada por especialistas do Herbario Prisco Bezerra da UFC (Voucher n°
12.913; SISGEN AE9053B). A lectina foi purificada das sementes por cromatografia
de afinidade em uma coluna de Sephadex G-50, seguindo o protocolo descrito por
Oliveira, Cavada e Moreira (1991). Solu¢des estoque da lectina CFL foram
preparadas em tampao fosfato-salino (PBS) e Roswell Park Memorial Institute

(RPMI) para uso nos experimentos.

4.3 Microrganismo

Para infecgcao experimental, utilizamos uma cepa de L. monocytogenes (cepa
619) patogénica, isolada de um caso clinico humano, cedida pela pesquisadora Dra.
Nilma Cintra Leal da FIOCRUZ/UFPE. As bactérias foram mantidas congeladas a
—-20°C em glicerol a 10%. Para uso nos experimentos as bactérias foram reativadas
pela incubagdo overnight em caldo seletivo para Listeria. As culturas foram
ajustadas em espectrofotometro a 630 nm, considerando a densidade 6ptica de 0.5

correspondente a aproximadamente 2x10° células/mL.
4.4 Desenho experimental

4.4.1 Teste in vitro

A) Infecgao experimental por L. monocytogenes ex vivo
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Para a infecgdo, a suspensdo bacteriana foi ajustada para duas
concentracdes: 1x10° e 2x10° Unidades Formadoras de Colbnias por mililitro
(UFC/mL), sendo injetado 200 uL, via intraperitoneal, em dois animais para cada
concentragdo. Apos 24h do indculo infeccioso, os camundongos infectados (n=4) e

saudaveis (n=1) foram submetidos a eutanasia através da inalagao por Isoflurano.

B) Coleta de amostras e tratamento

Para a coleta dos macrofagos peritoneais (pMd), injetou-se 10 mL de RPMI
na cavidade peritoneal dos animais. O abdémen foi massageado e, a seguir, o fluido
peritoneal removido assepticamente e distribuido em placas de cultivo de 96 pogos
(200 uL, 1 x 10° pM@/pogo). As placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de
CO, para fixagao das células. Apds 24h, o sobrenadante foi descartado e os pogos
adicionados de RPMI contendo 100 ug/mL de gentamicina para eliminagdo de
bactérias extracelulares. A seguir, apés 1h, os pogos foram tratados com CFL, como
se segue: a lectina CFL foi dissolvida em RPMI contendo 10 pg/mL de gentamicina.
Foram utilizadas nove dosagens de CFL: 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 ug/mL, 12,5
pg/mL, 6,25 pyg/mL, 3,12 pg/mL, 1,56 pg/mL, 0,78 pg/mL e 0,39 pg/mL adicionadas
aos pocgos. Apds 24h de tratamento, os macrofagos foram avaliados para determinar
a viabilidade celular e eliminacdo de bactérias intracelulares. Os grupos controles
infectados foram tratados apenas RPMI, gentamicina (10 pg/mL), e perdxido de
hidrogénio (H,O,) por ser uma substéncia toxica a célula; enquanto o grupo controle

saudavel recebeu apenas RPMI.

C) Analise de viabilidade celular
Para o teste de viabilidade celular, foi adicionado 20 uL de resazurina por
poco, sendo as placas incubadas na estufa a 37°C e 5% de CO, por 2-4 horas,
seguido de leituras em espectrofotdmetro a 570 e 600 nm para observagao da
reducdo de resazurina (azul) em resorufina (rosa) e confirmagdo das células

metabolicamente ativas.

D) Quantificagao bacteriana
Para quantificacdo de bactérias intracelulares, foi adicionado 200 pL de Triton
X-100 a 0,5% para lise dos macréfagos e liberagcdo das bactérias fagocitadas. Apos

incubacdo de 20 minutos na geladeira, a suspensao celular passou por diluicdo
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seriada e foi semeada pelo método drop plate em agar Mueller Hinton (HIMEDIA®)
por 24h a 37°C em estufa bacteriolégica. Apds esse periodo, foi quantificado o
nuamero de unidades formadoras de col6nias de L. monocytogenes em todos os

grupos experimentais e controles.

E) Protocolo
Os testes foram otimizados a partir dos protocolos descritos por Gongalves e
Mosser (2015) e Batista et al. (2017).

4.4.2 Teste de in6culo
A) Infecgao intragastrica
Os animais (n=1) foram separados e submetidos a um jejum de 12h antes da
infeccdo. Foi preparado e inoculado por gavagem 200 pL cinco concentragdes de L.
monocytogenes, 2x10° 2x10° 2x107, 2x10® e 2x10° UFC/mL. Os animais foram

observados e eutanasiados apés um periodo de 5 dias.

B) Coleta de amostras e quantificagao bacteriana
Apos eutanasia, foram coletados, assepticamente, o sangue, através de
puncdo cardiaca, bago e figado. Os 6rgaos foram macerados em PBS estéril. Os
homogeneizados de tecido, e o sangue, foram diluidos em PBS, semeados pelo
método drop plate e as contagens bacterianas foram realizadas em placas de Petri
contendo agar PALCAM Listeria (Millipore®). Apos 48h, foi quantificado o numero de

unidades formadoras de colbénias de L. monocytogenes em todos 0s grupos.

C) Protocolo
O teste foi otimizado a partir dos protocolos descritos por Cabanes, Lecuit e
Cossart (2008) e Walker et al. (2023).

4.4.3 Infecgao experimental por L. monocytogenes in vivo
A) Infecgéao
Para a realizagdo dos ensaios, os animais foram subdivididos nos seguintes
grupos (n=8/grupo):

Controles:



25

I.  Animais infectados sem tratamento;
II.  Animais infectados e tratados com CFL;

lll.  Animais infectados e tratados com gentamicina.

Experimentais:
IV.  Animais infectados e tratados com CFL 10 mg/kg + gentamicina;

V. Animais infectados e tratados com CFL 1,0 mg/kg + gentamicina;

Os animais foram submetidos a um jejum de ragédo por 12 horas antes da
infecgdo. Foi preparado e inoculado por gavagem 200 uL da concentragdo 2x10°
UFC/mL de L. monocytogenes. Apds a inoculagéao, foram mantidos em gaiolas com

livre acesso a racao e agua.

B) Tratamento

Os tratamentos foram administrados via intraperitoneal com volume de 200 pL
apos 24h do inéculo infeccioso, e se repetiu durante os 4 dias do desafio. O grupo |
recebeu apenas solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), os grupos Il e lll
receberam a dose experimental com concentragdo de 10 mg/kg, e o ultimo recebeu
apenas a gentamicina . O grupo V recebeu a concentragao de 1,0 mg/kg de CFL em
conjuntura com gentamicina (10 mg/kg), enquanto o grupo VI recebeu a CFL 10
mg/kg em associagdo ao antibidtico 10 mg/kg. Posteriormente a 1 e 4 dias de

tratamentos, os animais foram eutanasiados.

C) Coleta de amostras
A coleta das amostras foi realizada nos dias 1 e 4 apds o inicio dos
tratamentos, com metade dos animais de cada grupo (n=4). Foi retirado a amostra
de sangue via pungao de plexo retro orbital. Apds, os animais foram eutanasiados
através da inalacao de Isoflurano (Isoforine®). Os 6rgdos como bago, figado,
intestino e linfonodos mesentéricos também foram recolhidos para a quantificacéo

da carga bacteriana.

D) Quantificagao bacteriana
Para quantificagdo da carga bacteriana no sangue e demais orgaos, foram

macerados e realizadas diluigdes seriadas, no caso dos 6rgaos a partir da pesagem,
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e foram semeados pelo método drop plate em agar PALCAM Listeria por 48h a

37°C em estufa bacterioldgica.

E) Contagem de leucécitos
Para contagem total de leucécitos no sangue periférico, 20 yL de sangue
foram coletados via pungdo de plexo retro orbital, diluidos e homogeneizados em
380 pL de reagente de Turk. Uma aliquota desta solugao foi submetida a contagem
em camara de Neubauer com auxilio de microscépio Optico. Para a contagem
diferencial de leucécitos foi realizado um esfregago corado com pandético rapido. Em
seguida, os linfécitos, neutrdfilos, baséfilos, eosindfilos e mondcitos foram contados

em microscopio optico.

F) Expressao génica de citocinas

Para extracao do RNA total, as fragdes de bagco foram lavadas com PBS e,
em seguida, maceradas e homogeneizadas com 400 uL de reagente TRIzol
(Invitrogen) para lise quimica das células, seguindo o protocolo fornecido pelo
fabricante. Apos etapas de extragdo com cloroformio e precipitagdo com
isopropanol, a pureza do RNA foi confirmada no espectrofotdmetro NanoDrop One
(Thermo Scientific). As reagbes em RT-qPCR foram realizadas utilizando-se o kit
One step SYBR® com M-MLV & hot-start Tag DNA Polymerase, conforme instrugbes
do fabricante. As amplificagbes das citocinas Interleucina-1B (IL-18), Interleucina-6
(IL-6), Interleucina-10 (IL-10), Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOs) e Fator de
Necrose Tumoral- a (TNF- a) foram analisadas com primers especificos e o controle
interno de amplificagao feito com Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH),
conforme Batista et al. (2017). A RT-gPCR foi feita nas seguintes condigbes: 10uL
de SYBR Green, 2uL de primer F, 2uL de primer R, 2uL de RNA, 0,1uL de M-MLV
RT e 3,9uL de agua.

Tabela 1. Primers utilizados na amplificagao de cDNA por meio de RT-qPCR.

Nome do gene Sequéncia de primers

IL-1B (F) TTGTCTAATGGGAACGTCACAC
(R) TTGTCTAATGGGAACGTCACAC
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IL-6 (F) TAATTCATATCTTCAACCAAGAGG
(R) TGGTCCTTAGCCACTCCTTC

IL-10 (F) CATGGGTCTTGGAAGAGAA
(R) AACTGGCCACAGTTTTCAGG

iINOS (F) TGTGGCTACCACATTGAAGAA
(R) TCATGATAACGTTTCTGGCTCTT

TNF-a (F) ATTATGGCTCAGGGTCCAAC
(R) AAAGCCCATTTGAGCCTTG

GAPDH (F) TGGAGGGACTTATGACCACTG
(R) AGAAGCAGGGATGATGTTCTG

Os resultados foram analisados segundo Dussault e Pouliot (2006), a partir da

seguinte férmula:

AACt = [(Ct CalControIe - Ct G'A‘F)DHControle) - (Ct GIExperimental - Ct G'A\F)DHExperimental)]

No qual Gl representa os valores de Ct (Cycle threshold) dos genes de
interesse expressos no grupo experimental (infectados e tratados com
CFL+Gentamicina); os resultados expressam a variacao relativa aos grupos

controles utilizando a férmula 222¢,

G) Protocolo
Os testes foram realizados a partir da otimizagao dos protocolos descritos por
Cabanes, Lecuit e Cossart (2008), Gongalves e Mosser (2015), Batista et al. (2017),
Santana et al. (2022) e Walker et al. (2023).

4.5 Estatisticas

As diferengas 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 graficos correspondentes obtidos

utilizando o programa Graphpad Prism versao 8.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas com ativos medicinais sao consideradas uma das formas mais
antigas na aplicacdo para a medicina e demais terapias. Sua atribuicdo a
farmacologia € diversa, contendo propriedades antibacterianas, antifungicas (Pessini
et al., 2003), antitumoral (Avelino-Flores et al., 2019), entre outras.

Utilizando do principio da fitoterapia para o tratamento experimental de
listeriose, neste caso com a lectina CFL, no modelo de infeccdo com culturas de
macrofagos infectadas com L. monocytogenes (cepa 619), experimentos in vitro
foram realizados testando-se duas concentragcdes de indculos bacterianos em
macrofagos peritoneais obtidos de camundongos Swiss infectados com 1x10°
UFC/mL e 2x10° UFC/mL. A seguir, as culturas foram tratadas com diferentes
concentragdes de CFL. A figura 3A mostra que ndo houve diferenga na quantidade
de bactérias dentro dos macréfagos nos grupos tratados com CFL em relagdo ao
grupo controle RPMI, quando a infec¢ao foi realizada com 1x10° UFC/mL. Apesar
disso, a viabilidade de macréfagos tratados com CFL 100 ug/mL se manteve
elevada, comparando com os controles (Figura 3B).

Quando a inoculacéao foi realizada com 2 x 10° UFC/mL, a viabilidade celular
dos macrofagos foi mais intensamente diminuida nos grupos tratados e controles
(Figura 4A) de forma proporcional a quantidade de bactérias no ambiente
intracelular, também mais elevada. Contudo, os tratamentos com CFL também
tiveram efeito benéfico estimulando a depuragdo da L. monocytogenes no interior
dos macrofagos infectados. Particularmente, os dados apontaram uma diferenga
significativa nas dosagens 100 e 50 ug/mL de CLF em relagao ao grupo RPMI, que
foi infectado e n&o tratado; paralelamente, a dose 100ug/mL diferiu em relagcéo ao
grupo tratado com gentamicina (Figura 4B).

A CFL também foi utilizada para o tratamento experimental de salmonelose
em culturas primarias de macrofagos murinos. Os experimentos descritos por Batista
et al. (2017) mostraram que células que receberam o tratamento com a lectina, em
esquemas de tratamento preventivo e curativo, obtiveram maior percentual de
viabilidade e redugdo significativa da carga intracelular bacteriana, quando
comparadas ao grupo controle. No presente estudo a analise da viabilidade dos
macrofagos evidenciou que, apenas a dosagem de 100 pg/mL de CFL teve efeito

benéfico sobre as células infectadas. Assim, em conjuntura com os resultados
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descritos por Batista e al. (2017), sugere-se que o tratamento possui um efeito

benéfico contra a agcao de microbianos in vitro.

Figura 3. Quantificagdo bacteriana intracelular (A) e viabilidade (B) de macréfagos
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Figura 4. Quantificagdo bacteriana intracelular (A) e viabilidade (B) de macréfagos
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* indica diferenga significativa em relagdo ao grupo controle infectado nao tratado, com p < 0,05 de
acordo com o teste ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni. # indica diferenga significativa em
relagdo ao grupo controle infectado e tratado com gentamicina, com p < 0,05 de acordo com o teste

ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni.

Para a otimizacdo de um modelo de infecgdo intragastrica em camundongos,
utilizamos cinco concentragdes de inéculo para o teste de sobrevida, 2x10°, 2x10°,
2x107, 2x10% e 2x10° UFC/mL. Apds os cinco dias de observacdo, nenhuma das
concentragdes se mostrou fatal para o animal. Além disso, apenas o indculo com a
concentragdo 2x10° UFC/mL apresentou os dados clinicos esperados de uma
infeccdo, como piloeregao, letargia e perda de peso. Portanto, o indculo mais alto foi
o considerado mais adequado para testes com infeccdo através do método de
gavagem, sendo também o inéculo mais proximo do indicado por Cabanes, Lecuit e
Cossart (2008) para experimentacdées com camundongo.

A partir do resultado anterior, o indculo de 2x10° UFC/mL, via intragastrica, foi
indicado para realizagédo de experimentos com animais tratados com CFL. Neste
caso, os animais foram submetidos a eutanasia ap6s 24h e 96h para a coleta das
amostras biologicas.

Para andlise da carga bacteriana, amostras de sangue, linfonodo, bago e
figado foram quantificadas em agar seletivo para Listeria. Apos 24h de tratamento,
nao houve diferencas significativas na carga bacteriana no sangue e nos 6rgaos,
embora a média quantificada nos animais tratados com CFL 10 mg/kg + gentamicina
seja menor do que os demais grupos (Figura 5). Durante as proximas horas de
tratamento, os animais apresentaram os sinais clinicos de infecgao, como piloerecéo
e letargia, provocando também o 6bito de animais dos grupos tratados com PBS,
gentamicina e CFL (10 mg/kg). Apds as 96h de tratamento, a partir das analises, o
baco e linfonodo tratados com CFL 10 mg/kg, CFL 10 mg/kg + gentamicina,
gentamicina e CFL 1 mg/kg + gentamicina, apresentaram diferengas significativas na
diminuicdo da carga bacteriana quando comparadas ao grupo tratado com PBS
(Figura 5B e 5C).

No sangue, a L. monocytogenes , praticamente n&o foi encontrada (Figura
5A). As células de Kupffer e os esplendcitos, residentes do figado e baco,

respectivamente, sdo as grandes responsaveis por retirar parte da carga da bactéria
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da circulagdo sanguinea; neste experimento, € notavel que a carga bacteriana
ambos 0s 6rgaos possuem meédias elevadas (Cousens e Wing, 2000; Murray et al.,
2017). Anteriormente, Batista et al. (2017) apontou que, em macrofagos infectados
com S. enterica, esquemas de tratamento preventivo e curativo reduziram
significativamente a carga intracelular da bactéria. Enquanto em infec¢gdes com L.
monocytogenes, Santana et al. (2022) apontaram que macrofagos obtidos de
camundongos tratados com 10 mg/kg de CFL produziram maior eliminacdo de
bactérias intracelulares. No mesmo experimento, contagens bacterianas na corrente
sanguinea, bago e figado também foram diminuidas em comparagdo com o grupo
PBS.

Figura 5. Quantificagado bacteriana do sangue (A) e 6rgaos (B, C e D) de camundongos

Swiss infectados por L. monocytogenes apo6s 24h e 96h de tratamento
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* indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle tratado com PBS.

Apoés 24h, os grupos tratados apenas com gentamicina ou CFL associado a
gentamicina, mostraram redugao na quantidade de leucdcitos no sangue (Tabela 1).
A analise apos 96h de tratamento mostrou que apenas os grupos tratados com CFL
10 mg/kg e CFL 1 mg/kg + gentamicina mostraram uma reduc&o significativa na
quantidade leucdcitos (Tabela 2), sugerindo atividade anti-inflamatéria. Na contagem
diferencial, apds 24h, houve uma reducdo de mondcitos significativa nos grupos,
quando comparados com o grupo infectado e ndo tratado. Ademais, apds 96h,
houve um aumento na quantidade de linfécitos, sugerindo ativagdo da imunidade
adaptativa. Em experimentos anteriores, Silva et al. (2016) demonstrou que o
tratamento prévio com CFL nos animais contra Salmonella com CFL via
intraperitoneal, induziu um aumento no numero de leucdcitos apds 3 dias de

infeccdo, sendo maior do que os do grupo controle infectado e ndo tratado com CFL.

Comumente, o sistema imunoldgico do animal desencadeia uma inflamagéao
aguda mais precocemente, frente a uma infecgao, a fim de evitar a propagacao do
patdégeno, junto com quimiocinas e citocinas como a interleucina-1 (IL-1). Contudo,
esse tipo de resposta pode provocar o dano tecidual, devido a grande quantidade de
leucdcitos, principalmente neutréfilos, concentrados em um tecido, causando a

sepse e até o 6bito do animal (Murray et al., 2017; Tortora et al., 2017, p. 452-455).
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Neste sentido, o recrutamento de leucdcitos para o foco da infecgdo € um
mecanismo apurado de defesa (Tabela 1), mas o controle da inflamagdo é

necessario principalmente a longo prazo.

Tabela 2. Contagem total e diferencial de leucécitos no sangue dos animais infectados

por L. monocytogenes ap6és 24h de tratamento

Grupo Leucécitos Contagem diferencial de Leucécitos (103/mm?3)
Totais
Neutrofilo Linfocito Monécito Eosinofilo
(103mm3)
PBS

2,68 + 0,57 0,94 + 0,71 1,5+0,55 0,23 +£ 0,09 0,00 + 0,00
CFL (10
mg/kg) 2,7+0,37 0,65+0,43 1,92 +0,59 0,11+ 0,05~ 0,00 + 0,00

Gentamicina
(10 mg/kg) 1,69+0,17 * 1,59 + 0,96 0,52+0,3 0,01+ 0,02 * 0,00 + 0,00

CFL (1 mg/kg)

+Gentamicina 15+ 0,29* 0,69 + 0,46 0,77 + 0,33 0,03+0,01* 0,00 + 0,00
CFL (10
mglkg) + 1,63 +0,44 * 0,93 + 0,40 0,95 + 0,51 0,01 +0,01* 0,00 + 0,00

Gentamicina

* representa diferencga significativa em relagdo ao grupo infectado tratado com PBS

Tabela 3. Contagem total e diferencial de leucécitos no sangue dos animais

infectados por L. monocytogenes apo6s 96h de tratamento

Grupo Leucocitos Contagem diferencial de Leucécitos (103/mm?3)
Totais
Neutréfilo Linfécito Monécito Eosinofilo
(103/mm3)
PBS

3,24 £0,14 1,29 £ 0,46 1,84 £ 0,34 0,06 £ 0,08 0,00 £ 0,00
CFL (10
mg/kg) 1,38+0,35* 0,32+0,27 1,03 0,06 0,02 + 0,02 0,00 + 0,00

Gentamicina
(10 mg/kg) 3,42+ 0,45 1,38+ 1,48 1,86 £ 1,09 0,15+ 0,04 0,00 + 0,00
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Grupo Leucocitos Contagem diferencial de Leucécitos (10/mm?3)
Totais
Neutréfilo Linfécito Monécito Eosinofilo
(10°/mm?3)
CFL (1 mg/kg)
+ Gentamicina 1,90 £ 0,54 * 1,69 = 2,21 1,03 £ 0,49 0,05+ 0,04 0,00 £ 0,00
CFL (10
mg/kg) + 3,48 £ 0,45 0,7 £0,43 292 £0,27* 0,1+0,05 0,00 + 0,00

Gentamicina

* representa diferencga significativa em relagdo ao grupo infectado tratado com PBS

Com a ativacédo da resposta imune inata, macrofagos iniciam a liberagcéo de
citocinas proé-inflamatéria a fim de neutralizar o patégeno. Neste estudo, foi
analisado a expressao de citocinas como IL-10], IL-6, TNF-a, IL-10 e iNOS a partir
de amostras do bago em reagdes de RT-gPCR. Como resultado, nos dois periodos
de analises, o grupo tratado com CFL 10 mg/kg apresentou maior produgao de
transcritos de mMRNA para as citocinas (Figura 6); e a indugéo de IL-1[1, importante
no processo de pirogénese (D’Orazio, 2019), se manteve alta; enquanto as demais
citocinas tiveram sua expressao diminuida, comparando entre os dois tempos de
analises. Apesar disto, houve mais expressdes de IL-10 em 24h apds o tratamento
(Figura 6D), indicando a regulagao do processo inflamatério. Ademais, ndo houve

indugao para expressao de iNOS.

A Interleucina-6 e o Fator de Necrose Tumoral-a possuem papeis importantes
na resposta imune ao processo infeccioso, para liberacdo e recrutamento de
neutréfilos e aumento da atividade bactericida (D’Orazio, 2019). Em estudos
anteriores com L. monocytogenes, Santana et al. (2022) mostraram que o0s
tratamentos com a lectina de C. argentea influenciaram na producado de iNOS;
contudo, Batista et al. (2017) mostraram que macrofagos infectados com S. enterica
expostos a CFL lectinas no esquema preventivo apresentaram os transcritos de

MRNA para IL-6 e TNF-a foram aumentados.

Figura 6. Expressao relativa das citocinas IL-13, TNF-a, IL-6 e IL-10 em amostras de
cDNA de bago de camundongos infectados com L. monocytogenes, normalizados em
GAPDH, em 24h e 96h apés o tratamento
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6. CONCLUSAO

Portanto, a lectina CFL, apesar de nao possuir atividade antimicrobiana
direta, os resultados deste trabalho sugerem que a CFL pode modular a atividade
bactericida de macrofagos, aumentando também sua viabilidade apds a infecgdo por
L. monocytogenes; além disso, o seu potencial anti-inflamatério reduziu o
recrutamento de leucdcitos, a longo prazo, e regulou a indugdo da expressao de
citocinas pré e anti-inflamatdrias, nas primeiras horas de infec¢do, o que pode ser
benéfico para impedir o choque séptico e dano tecidual. Entretanto, novos testes in
vivo sdo necessarios para melhores analises da influéncia da lectina contra a
infeccdo e seu mecanismo de agao, de forma a demonstrar que formulacdes com a
lectina CFL associada a diferentes antibiéticos poderao se mostrar promissoras e a
sua influéncia na diminuicdo da carga bacteriana da L. monocytogenes em

orgaos-alvo sera melhor avaliada.
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