CAPITULO |

1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no mundo, especialmente na América do Sul,
muitas vezes é reconhecido como a Unica forma de tratamento de doencas e
manutencdo da saude, principalmente nas comunidades de baixa renda. Essas
plantas vém sendo bastante estudadas e o interesse da comunidade cientifica por
elas é crescente. Isso devido a descoberta de moléculas ativas nestes vegetais e a
possivel transformacdo das mesmas em compostos bioldgicos e em sua utilizagdo
na sintese de medicamentos. Contudo, apesar do vasto conhecimento empirico e
cientifico sobre tais moléculas, somente uma pequena parte destes derivados
vegetais foram investigados em estudos aprofundados e sequenciais, que

conduziram a geracao de produtos comerciais.

Grande parte dessas plantas de interesse farmacoldgico estdo entre as
aproximadamente 12.500 espécies de plantas laticiferas como € o caso da Carica
candamarcensis, conhecida popularmente como mamédo da montanha. O latex
dessa planta € rico em proteinases e supde-se que a funcdo biologica dessas
proteinas seja a de fornecer protecdo ou promover a cicatrizacdo do fruto apos
injurias. Isso porque o processo de cicatrizacdo da planta se d4 devido a formacéao
de um coagulo de latex no ferimento. Neste processo de natureza sequencial, essas

proteinases sao ativadas anteriormente a formacéo do coagulo.

Tendo em vista a atividade biologica de proteinas laticiferas de C.
candamarcensis no vegetal, o seu potencial farmacolégico tem sido avaliado por
diferentes grupos de pesquisa. Particularmente, a separacdo cromatografica de
extratos proteicos possibilitou o isolamento de duas fracbes com elevada atividade
proteolitica (P1G10 e P2G10). Estas fracdes apresentaram potente atividade
mitogénica, sendo P1G10 a fragdo com maior poder proteolitico (SILVA et al., 2003).
As proteinas presentes em P1G10, também apresentaram efeito anti-tumoral e

angiogénico, além de um alto potencial cicatrizante de lesdes dérmicas e
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gueimaduras experimentais induzidas em camundongos (MELLO et al., 2006,
MELLO et al., 2008, GOMES et al, 2010) P1G10 também foi capaz de reduzir o
indice de ulceracdo induzida em camundongos em até 62%, mostando-se assim,

como um potencial agente gastroprotetor (MELLO et al., 2008).

No entanto, apesar do grande interesse existente nas propriedades
farmacoldgicas das proteinas laticiferas de C. candamarcencis, o conhecimento sobre
possiveis acdes bioldgicas antimicrobianas e imunoreguladoras ainda é bastante
incipiente. Tais descobertas poderiam ser de extrema importancia a saude humana e
animal, contribuindo com a possibilidade de novos tratamentos para condi¢cdes
patologicas diversas e infec¢cbes graves. Neste sentido, e considerando outros
resultados com proteinas laticiferas, neste projeto um modelo de infeccdo sistemica
por bactérias Gram-negativas, causada por Salmonella enterica Sor. Typhimurium em
camundongos foi utilizado para avaliar o potencial de proteinas laticiferas de C.

candamarcencis no controle da infeccdo e inflamacéao decorrente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Latex e plantas laticiferas

Cerca de 6% de todas as espécies de plantas vasculares sdo reconhecidas
como laticiferas. Essas plantas possuem um sistema de canais pressurizados a partir
do qual o latex é produzido, acumulado e exalado e muitas delas s&o reportadas por
possuirem relevantes atividades biolégicas (RAMOS et al.,, 2006; FREITAS et al.,
2010) como anti-helmintica, anti-inflamatoria, pro-inflamatéria (RAMOS et al., 2009;
BUTTLE et al., 2011;OLIVEIRA et al., 2012), além da aplicacdo como inseticidas
(KONNO et al, 2006).

Entende-se por latex, um fluido geralmente de aspecto leitoso, que € liberado
por plantas que sofrem ferimentos por danos mecanicos ou por animais, sendo o
mesmo constituido de componentes celulares, carboidratos, lipideos, proteinas, além
de metabdlitos secundarios (KEKWICK, 2001; MORECELLE et al., 2004; AGRAWAL,
KONNO, 2009). Estudos ecofisioldgicos tém mostrado que o latex e seus associados
metabdlitos sdo vitais para defesa da planta contra predadores como insetos,
bactérias e fungos além de terem importancia tradicional e contemporanea como
toxinas e bioprodutos valiosos (HAGEL et al.,2008).

Varios estudos tém mostrado a utilizacdo do latex para fins medicinais, dentre
esses, podemos citar a utilizacdo do latex da espécie Ficus pumita no tratamento de
verrugas e como possuidor de atividade anti-helmintica, o que se da devido a uma
enzima de baixa toxicidade para mamiferos, a ficina (GAUGHRAN, 1976; PERELLO
et al., 2000). Além deste, segundo Silva Junior (2009), o latex da espécie Croton
urucurana apresenta intensa atividade atimicrobiana. J& o latex de Jatropha
mollissima foi capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus, enquanto que
Salmonella typhi foi inibida pelo latex de Jatropha gossypiifolia (ROCHA et al., 2009).
No centro-oeste brasileiro, por exemplo, o latex de Synadenium umbellatum é
utilizado empiricamente no combate a varias enfermidades, tais como, alergia, cancer,
doenca de Chagas, diabetes, gripe, hemorragias internas, impoténcia sexual, lepra,

obesidade, Ulcera nervosa, codlicas menstruais e dores no corpo ao cancer
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(ORTENCIO, 1997). Em se tratando de animais ruminantes, Buttle e colaboradores
(2011), constataram que proteinases cisteinicas derivadas do latex de Carica papaya
apresentaram interessante atividade anti-helmintica conta Haemonchus contortus em
carneiros.

Por outro lado, o latex de determinadas plantas pode ter um efeito bastante
nocivo. O latex da Euphorbia millis provoca casos frequentes de intoxicagcdo quando
em contato com a pele e mucosas causando uma condicdo inflamatéria. Em contato
com os olhos, pode levar ao desenvolvimento de conjuntivites e queratites (OLIVEIRA
et al., 2003). Segundo Allarcon et al. (2003) e Yeang et al. (2002), as proteinas
presentes no latex da planta Hevea brasiliensis, a seringueira, podem ser 0s
principais agentes causadores de alergia devido a utilizacdo de produtos produzidos a
partir do latex.

Outra planta laticifera que vem sendo estudada é a Carica candamarcensis,
que tem mostrado interessantes propriedades farmacologicas que serdo discutidas a

seqguir.

2.2 Carica candamarcensis: propriedades gerais

A Carica candamarcensis é uma planta nativa da regido oeste da América do
Sul, pertencente a familia Caricaceae e conhecida popularmente como maméo da
montanha ou babaco. Ela pode alcancar até 10 metros de altura e caracteriza-se por
um tronco grosso, mais largo na base e frequentemente ramificado. As folhas séo de
formas varidveis, com 5 a 7 lobulos recortados. O fruto da C. candamarcensis é
elipsoidal ou oval, apresenta cinco sulcos e é de coloracdo amarela quando maduro
(LEON, 2000; LORENZI, 2000).

Figural - Carica candamarcensis
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Seus canais laticiferos estdo presentes na regido cortical do tronco, nas folhas,
e mais abundantemente nas camadas mais externas do endocarpo, principalmente
dos frutos imaturos (WALRAEVENS et al.,, 1999). Tal fluido possui altos niveis de
carboidratos, vitaminas, sais minerais e proteinas (BAEZA et al., 1990).

Muitos estudos tém comprovado as acdes biolégicas de Carica
candamarcensis, principalmente de fracdes proteicas derivadas do seu latex.

Silva et al. (2003), através de separacdo cromatografica do latex em coluna
Sephadex G10, obtiveram dois picos de fracdes proteicas bem definidos,
denominados P1G10 e P2G10, sendo o primeiro rico em proteinases. Neste mesmo
trabalho, os autores comprovaram a atividade mitogénica de ambas as fragbes, no
entanto, a grande quantidade de proteinase contidas em P1G10 pode ter danificado a
cultura de células do ensaio. Em estudo posterior, duas proteinases obtidas apos
etapas de purificacdo cromatografica a partir de P1G10 também apresentaram
atividade mitogénica em fibroblastos e células epiteliais (GOMES et al., 2005).

A fracdo P1G10 também foi avaliada em relagcdo a sua atividade anti-
ulcerogénica, a partir dos seus efeitos de protecdo e cicatrizacdo gastrica (MELLO et
al., 2008). Para avaliacdo da atividade gastroprotetora, lesdes gastricas foram
induzidas pela administragdo subcutanea de 50 mg / kg de indometacina em ratos
Wistar, ja o tratamento oral com P1G10 dissolvida em agua destilada, foi administrado
30 mim antes da indometacina e repetido apdés 3 horas da indugédo. Os resultados
mostraram que as doses entre 0,1 e 10 mg/Kg de P1G10 diminuiram
significativamente o numero de ulceras gastricas em relacao ao controle (MELLO et
al., 2008).

Mello e colaboradores (2008), também avaliaram o efeito cicatrizante do
P1G10 mediante lesdes gastricas induzidas pela injecdo sub-serosa de &acido acético
10%, seguido pela administragcdo oral diaria de P1G10 durante 8 dias. Os resultados
mostram uma reducao significativa (60%) do numero de ulceras para dose de 10 mg /
kg, enquanto doses inferiores (1-0,1 mg / kg) néo tiveram efeito significativo. Este
efeito parece ser mediado pela estimulacdo da angiogénese em 64%, etapa
indispensavel no processo de cicatrizagdo (MELLO et al.,, 2008). Surge entdo a
hipétese de que a propriedade de cura de P1G10 esta ligada a um efeito proliferativo

mostrado anteriormente em culturas celulares (SILVA et al., 2003).
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Mello e colaboradores (2006), avaliaram o efeito cicatrizante de P1G10 sobre
abras@es dérmicas induzidas por friccdo de uma lixa na pele de camundongos Mus
musculos Hairless. Os animais foram tratados com a fragdo protéica durante nove
dias e apresentaram taxa de recuperacdo seis vezes mais rapida (MELLO et al.,
2006). Ademais, constatou-se que a fracdo P1G10, em outro modelo de lesao
cutdnea, promovido por queimadura apos exposicdo da pele de camundongos
Hairless a agua quente, reduziu o tempo de reepitelizacdo da area lesionada quando
aplicado na concentracao de 0,1% em creme Polawax®. As analises histopatoldgicas
desde estudo confirmam a melhoria na recuperacdo de queimaduras dos animais
tratados com P1G10, evidenciado pela diminuicdo dos infiltrados inflamatérios e pela
maior organizacao das fibras colagenas na area lesionada. A hipotese dos autores &
de que a contribuicdo da cura mais eficiente por P1G10 seja devido ao seu efeito
mitogénico e angiogénico anteriormente observado (SILVA et al., 2003; MELLO et al.,
2008; GOMES et al., 2010).

Contudo, apesar do vasto conhecimento sobre os efeitos biolégicos da C.
candamarcensis, pouco se sabe a respeito de uma possivel propriedade

imunomoduladora e antimicrobiana.

2.3 Plantas como fonte de moléculas imunomoduladoras

Antibi6ticos tradicionais estdo se tornando cada vez mais ineficientes tendo em
vista 0 desenvolvimento de estirpes bacterianas mais resistentes, assim, faz-se
necessario o desenvolvimento de novas estratégias para o combate de infeccBes
(NICHOLLS et al., 2010). Uma nova alternativa seria o uso de imunomoduladores,
substancias que atuam estimulando ou reprimindo o sistema imune, podendo conferir
um aumento da resposta imunoldgica contra micro-organismos (MEGID et al., 1998;
DUTTA, 2002) . Ao contrario dos antibiéticos, os imunomoduladores podem melhorar
um sistema previamente concebido para ter um amplo espectro de acao
antimicrobiana, além disso, a utilizacdo de um sistema com multiplos mecanismos de

acao minimiza o desenvolvimento de estirpes resistentes (NICHOLLS et al., 2010).
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A origem dos imunomoduladores € bastante diversa, podendo incluir
substancias farmacolégicas sintéticas, produtos microbianos e derivados de plantas
medicinais (BLECHA, 2001). Com a descoberta dos mesmos, tornou-se possivel a
manipulacdo do sistema imune em busca de um estado saudavel, na tentativa de
reduzir os efeitos associados a quimioterapia, a rejeicdo de enxertos, as doencas
alérgicas, doencas cancerigenas, infec¢des graves dentre outras (DUTTA, 2002).

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de investigar acao
imunomoduladora de diversas substancias. O Imiquimod, uma amina
imidazoquinolina [1-(2 metilpropil)-1 H-imidazol (4,5-c) quinolina-4 amina) (NETO e
ARIAS, 2006), por exemplo, € capaz de potencializar a resposta imunoldgica ao
Papiloma Virus Humano (HPV), induzindo a sintese de interferon-alfa e citocinas
(LOPES-PAULO, 2005). Segundo Santa (2006), o micélio de Agaricus brasilienses,
induziu a redugdo de sarcoma 180, devido a uma redugdo do fator de necrose
tumoral, células B e NK e a um aumento de interleucina 6 e de células T citotoxicas.
Alguns imunomoduladores também sdo utilizados na terapéutica de animais
domésticos como o Propionibacterium acnes, BCG, Interferon, CpGODN, DHEA,
PIND-ORF e Acemanana, utilizados principalmente com o intuito de potencializar a
resposta imune levando & um aumento da resisténcia a infec¢ges e no tratamento de
doencas imunossupressoras ou ainda de carater multifatorial (CASTRUCCI et
al.,1994, TIZARD, 2002).

Uma variedade de substancias, como polissacarideos, lectinas, peptideos,
saponinas, 6leos e outras, oriundas de plantas sdo capazes de estimular o sistema
imune, apresentando atividade imunomoduladora (NUNES-PINHEIRO et al.,2003).
Plantas medicinais como Orbignya phalerata (SILVA; PARENTE, 2001), Cedrus
deodora (SHINDE et al., 1999), Psoralea corylifolia (LATHA et al., 2000), Boerhaavia
difusa (MEHROTRA et al., 2002), Cassia occidentalis (BIN-HAFEEZ et al., 2001),
Alternanthera brasiliana (BROCHADO et al., 2003), Trichilia glabra (BENENCIA et al.,
2000) dentre muitas outras, tiveram sua atividade imunomoduladora comprovada.

Agentes imunomoduladores avaliados por estudos in vitro, in vivo e em ensaios
clinicos, podem aumentar a estimulacdo de macrofagos, ativar o0 sistema
complemento, promover a formagdo de anticorpos, aumentar a proliferacdo de

linfécitos T e modular a secre¢do de citocinas, podendo por outro lado agir como
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imunossupressores. Alguns deles ja estdo sendo usados clinicamente para artrite
reumatoide, lUpus eritematoso e varias outras doencas inflamatérias e infecciosas
(BENENCIA et al., 2000; DAVIS, KUTTAN, 2000; PLAEGER, 2003; BIELLA, 2007).
Um grande obstaculo ao uso de imunomoduladores é o desafio de manipular
uma resposta sistémica contra infecgbes, com o minimo de efeitos toxicos para o
hospedeiro e 0 maximo de eficacia anti-infecciosa (NICHOLLS et al.,, 2010). Desta
forma, torna-se necessaria a avaliagdo da seguranca e eficacia de novas drogas e
medicamentos fitoterapicos, bem como de outros compostos botanicos, através de
ensaios pré-clinicos para avaliacdo de possiveis efeitos imunomoduladores e
imunotoxicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998; PUTMAN et al.,2002), bem
como a busca de novas substancias que possam servir como base no

desenvolvimento de novos medicamentos.

2.4 InfecgOes sistémicas: caracteristicas gerais

Durante uma infeccdo, as endotoxinas e bactérias Gram-negativas ativam
células especificas no organismo hospedeiro, como, por exemplo, os macrofagos,
induzindo-as a secretar moléculas mediadoras da resposta inflamatéria. Desta forma,
guando uma bactéria penetra o tecido e libera quantidade moderada de endotoxina, a
formacéo de produtos de defesa dos macréfagos pode ajudar a erradicar a infeccao
(FRACASSO, 2008). No entanto, algumas vezes as bactérias invadem a corrente
circulatoria onde se multiplicam e acumulam grande quantidade de endotoxinas no
sangue, induzindo macrofagos por todo o organismo. Assim, ha uma liberacdo macica
de mediadores que dao inicio a hipotenséo, hipoxia tissular e morte, caracterizando o
choque séptico (RICTSCHEL; BRADE, 1992; TITHERADGE, 1999).

Anualmente ocorrem aproximadamente 18 milhdes de casos de sepse grave
em todo o0 mundo, chegando a mais de 200 mil ébitos (WENZEL, 2002; RICTTIRSCH
et al.,, 2007). Entende-se por sepse a existéncia de uma resposta inflamatoéria
sistémica desencadeada pela presenca de um foco infeccioso causado por bactérias,
fungos ou virus e que estd comumente associada a injuria tissular, vasodilatagéo e
acumulo de leucécitos (ANGUS et al., 2001 ; O'BRIEN JR. et al., 2007) . Apesar de ter

ocorrido um aumento de casos de sepse por bactérias Gram-positivas, infeccdes por
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bactérias Gram-negativas ainda sdo muito frequentes, sendo que a maioria dos
estudos clinicos e experimentais refere-se a sepse causada pelas bactérias Gram-
negativas ou por suas endotoxinas (POLL, OPAL, 2008; FRACASSO, 2008).

2.5 Salmonella enterica Sor. Typhimurium como modelo de infeccdo sistémica

experimental

A salmonelose € frequentemente atribuida ao consumo de alimentos
contaminados, tais como aves domésticas, carne bovina, carne suina, ovos, frutos do
mar, leite, produtos de nozes (TAUXE, 1991; BENENSON et al., 1995; BUGAREL et
al., 2011) e os sintomas de gastroenterites come¢am a surgir algumas horas apés a
ingestdo destes alimentos. Ao percorrer o inicio do trato digestivo, as bactérias
atingem o estdbmago onde sdo sensiveis ao acido estomacal, e boa parte dos micro-
organismos sdo eliminados. No entanto, as bactérias que conseguem escapar com
éxito de serem mortas pelo pH baixo do estbmago passam através do intestino
delgado para o ileo e colon distais (FINK e COOKSON 2007; TORTORA et al., 2012).
Nestes locais as bactérias penetram a barreira da mucosa e com o auxilio das

fimbrias se aderem as células epiteliais intestinais (BAUMLER et al., 1996).

Salmonella causa rearranjos no citoesqueleto celular, danifica a borda em
escova do epitélio normal e induz a modificagcbes subsequentes da membrana
plasmatica do hospedeiro que absorve o micro-organismo para dentro de vesiculas
fagociticas (OHL, 2001; TORTORA et al., 2012). As bactérias adentram
principalmente as células M (HASE et al, 2009 ; KNOOP et al, 2009), um tipo de
célula epitelial intestinal especializada no transporte de particulas a partir do limen do
intestino para lamina préopria (FANCHI, 2011). As vesiculas entdo migram até a
lamina propria e a partir dai liberam as bactérias que entram na circulacdo sanguinea
e sdo absorvidas pelos nodulos linfaticos regionais e levados ao baco e ao figado.
Nestes 6rgaos, os microrganismos se multiplicam e quando a quantidade intracelular
de bactéria atinge certo patamar, elas séo liberadas na corrente sanguinea atingindo
assim outros 6rgaos ((SCHAECHTER et al., 2002; VAN-DER-VELDEN et al., 2003;
MARTINEZ-ARGUDO e JEPSON, 2008).
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Com base no agente patogénico iniciador, os modelos animais de sepse
podem ser divididos em trés categorias: a administracdo exdégena de uma toxina (por
exemplo, lipopolissacarideo), administracdo exdgena de um microrganismo (bactéria,
fungo, etc.) ou uma alteracdo na barreira enddgena de protecdo do animal (por
exemplo, dano que induza permeabilidade do colon permitindo a translocacao
bacteriana para o abdomen) (BURAS et al., 2005).

Bactérias do género Salmonella pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
sdo bastonetes gram-negativos, anaerobios facultativos e ndo formadores de
esporos (TORTORA et al., 2012), e representam um grave problema para saude
publica e economia mundial (BOROWSKY et al., 2006; BUGAREL et al., 2011).
Salmonella pode estar envolvida com trés doencas humanas distintas: bacteremia,
febre tifoide e enterocolite, além de problemas de infeccdo em gatos, cavalos,
cabras e outros animais (ZHANG et al., 2003; COBURN et al., 2007;) A cada ano
aproximadamente 93,8 milhdes de casos de gastrenterite ocorrem no mundo devido
infeccdo por Salmonella Typhimurium (MAJOWICZ et al., 2010)

A bacteremia € uma sindrome clinica menos comum em humanos causada por
S. enterica Sor. Choleraesuis ou S. enterica Sor. Dublin, que podem entrar na cadeia
alimentar por meio de produtos oriundos da carne de porco mal cozidas ou leite ndo
pasteurizado (SAPHRA et al.,1954; FANG, FIERER, 1991;BUGAREL et al., 2011) A
Febre Tiféide é uma infeccdo sistémica causada por S. enterica sorotipos Typhi,
Paratyphi A, Paratyphi B e Paratyphi C. Estas espécies sdo estritamente adaptados
aos seres humanos e primatas superiores (MEAD et al.,1999). A colonizacdo do
tecido do hospedeiro pelo sorotipo Typhi pode causar trombose capilar nas placas de
Peyer, que pode resultar em hemorragia, necrose e ulceracdo intestinal (BITAR,
TARPLEY, 1985). A enterocolite, frequentemente associada a S. enterica Sor
Typhimurium, é a segunda causa mais freqiente de infeccdo alimentar nos Estados
Unidos, com aproximadamente 1,4 milhGes de casos estimados por ano (MEAD et
al.,1999).

Além dos problemas causados a salude humana, bactérias do género
Salmonella estdo frequentemente relacionadas com enfermidades em animais,

atingindo dentre outros, caes, gatos, ovelhas e equinos. A salmonelose em animais
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pode estar fortemente associada a higienizacdo inadequada do local onde eles séo
mantidos (BSAVA, 1997).

O trabalho realizado por Megid et al. (2001), descreveu um surto de
salmonelose em cédes mantidos em um canil de experimentacdo. Apés 3 semanas,
tempo de duracdo do surto, Megid e colaboradores observaram uma taxa de
mortalidade de 50% (15/30) nos filhotes acometidos pela enfermidade. Ainda neste
estudo, todos os animais que vieram a 6bito foram submetidos a necropsia, sendo
verificadas lesbes sugestivas de processo septicémico e pelo cultivo microbioldgico
do conteudo intestinal, isolou-se Salmonella spp. a partir de todas as amostras. Linde
et al.,(1992), observaram que a espécie Salmonella abortusovis é capaz de provocar
aborto em ovelhas prenhes, no entanto, a vacinacdo desses animais com células
atenuadas de S. Typhimurium diminui para até 0,1% a frequéncia de abortos quando
comparado com o controle ndo imunizado, que teve uma taxa de aborto de 30%. Ja
Madic J et al (1997), constataram que um surto de aborto ocorrido em um rebanho
europeu de 38 cavalos, dos quais 26 eram éguas gravidas, pode ter ocorrido devido a

infec¢gdes destas por Salmonella.

InfeccBes sépticas por bactérias gram-negativas sdo acompanhadas por uma
resposta inflamatdéria sistémica, caracterizada pela liberacdo de citocinas pro-
inflamatoérias devido ao estimulo do Lipopolissacarideo (LPS) presente na parede
bacteriana (CAVAILLON et al., 2003). A imunidade a patégenos como a Salmonella
requer a inducéo precoce de uma reposta inata que eficientemente induz a ativacéo
da resposta imunolégica mediada por células T e B (IWASAKI E MEDZHITOV,
2004). A resposta imunolégica inata as bactérias intracelulares consiste
principalmente em fagocitos e células Natural Killer (NK). Resistentes a degradacéo
dentro dos fagocito, as bactérias intracelulares estimulam as células dendriticas e 0s

macrofagos a produzirem IL-12. Esta citocina € um potente ativador de células NK,
que por sua vez, inicia a producdo de INF-y que vai ativar os macréfagos e promover

a destruicdo das células fagocitadas (ABBAS, et al 2008).
No entanto a resposta imunoldgica mediada por células é a principal protetora
contra bactérias intracelulares, especialmente a resposta por células T CD4. Estas

células se diferenciam em efetoras Tyl sob a influencia do IL-12, em seguida, as
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células T CD4 Tnxl expressam ligante CD40 e secretam INF-y, estimulos estes que

ativam os macréfagos a produzirem substancias microbianas como espécies reativas
de oxigénio, 6xido nitrico, e enzimas lisossémicas (JORENS et al., 1995; ABBAS et al
2008). Se antigenos bacterianos sairem do fagodcito para o citosol, estes micro-
organismos ndo serdo mais susceptiveis as substancias bactericidas, e seus
antigenos serdo apresentados na superficie pelo Complexo Maior de
Histocompatibilidade de Classe | (MHC-I), onde uma resposta por células citotoxicas
(células T CD8) sera estimulada (ABBAS, et al 2008).

O Fator de TNF-a é produzido por macrofagos e linfécitos T e tem como
funcdo estimular o recrutamento de neutrofilos e mondcitos para os locais de
infeccdo bem como ativar essas células para destruicio do microrganismo
(BENJAMIM, 2001). A resposta inflamatdria precisa ser rigorosamente regulada para
evitar inflamacao sistémica e choque letal (FERNANDEZ-CABEZUDO et al., 2009).
Dentre os mecanismos reguladores que atuam para conter a inflamagéo excessiva
estdo algumas citocinas como a Interleucina 10 (IL-10), ela é produzida por
macrofagos e células T reguladoras, sendo um inibidor das respostas imunes do
hospedeiro, particularmente das que envolvem macrofagos a medida que a infeccéo
bacteriana é erradicada (PAVLOV et al., 2003; TRACEY, 2007;)

Como ja citado anteriormente, o 6xido nitrico (ON) é de grande importancia na
defesa do hospedeiro contra micro-organismos e funciona dentre outras formas como
vasodilatador (KATSUKI et al.,1977) e mediador citotoxico em células imunes efetoras
ativadas.( HIBBS et al., 1988 ; KIECHLE, MARLINSKI, 1993). O ON é uma molécula
muito instavel e devido a essa instabilidade, sua producdo é mensurada através da
determinacao da concentracdo dos seus produtos oxidativos: nitrato e nitrito (KNOW
et al 1990, LEONEL, et al 1991). O ON é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina,
convertido em L-citrulina pela acdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS)
(MARLETTA, 1993).

Atualmente sdo conhecidas trés isoformas da NOS. A NOS neuronal (n-NOS) e
a NOS endotelial (e-NOS) sdo dependentes de célcio e responsaveis pela liberacéao
basal e continua do Oxido nitrico em pequenas quantidades. Ja a NOS Induzivel (i-

NOS) néo é expressa em condigdes normais e € induzida por citocinas e/ou em uma
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variedade de células como macrofagos, linfocitos T, neutréfilos etc (MONCADA, et al.,
1991 ; MARLETTA, 1993 ; ROSSELLI et al.,, 1998).

Em modelos murinos, S. Typhimurium induz uma sindrome semelhante a
febre tiféide e serve como modelo experimental de infeccdo sistémica por
Salmonella (PORTILLO, 2001; OHM, 2001; SCHAECHTER et al., 2002). Dessa
forma, a Salmonella Typnhimurium tornou-se uma oOtima ferramenta no estudo da
sepse e de doencas inflamatérias, bem como no desenvolvimento de medicamentos
mais eficientes e tratamentos experimentais dessas patologias (LIMA-FILHO et al.,
2004). InfecgBes sistémicas causadas pela espécie provocam sepse e sindrome do
choque toxico, caracterizada por colapso vascular, coagulacdo intravascular
disseminada e distarbios metabdlicos. Tais efeitos ocorrem devido a producéo
exagerada de citocinas como Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), Interferon-y
(INF-y) e interleucina-12 (IL-12), estimuladas pelo LPS bacteriano (HENKIN et al.,
2009).

2.6 Papel do sistema complemento em infeccdes sistémicas

O sistema complemento e as proteinas reguladoras do sistema complemento
desempenham um importante e decisivo papel na protecdo do organismo contra
agentes infecciosos (KOZLOV et al ,2007). O sistema complemento € formado por um
conjunto de proteinas séricas e de superficie celular que permite ao hospedeiro
reconhecer particulas de patdégenos invasores ou de células préprias alteradas
(GROS et al, 2008; ABBAS 2008). O reconhecimento dessas particulas patogénicas
por componentes do sistema complemento inicia uma cascata proteolitica que produz
fragmentos protéicos (como os fragmentos C3a e C5a) que induzem uma resposta
pré-inflamatéria e marcam esses antigenos como alvos para lise celular (DEGN et al.,
2011; PIE GROS et al, 2008).

A ativacdo do sistema complemento pode se dar por trés vias: 1) A via classica:
€ iniciada quando um complexo antigeno-anticorpo liga-se ao primeiro componente do
complemento, o C1 ; 2) a via alternativa é desencadeada quando ocorre o contato

direto antigeno e complemento sem a participacédo de anticorpos. ; 3) a via da lectina:
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é ativada pelo reconhecimento de estruturas de carboidratos que ndo estao presentes
nas células do hospedeiro (KOZLOV et al ,2007; ZIPFEL, MICHAEL, 2009).

Embora acionadas de maneira diferentes, as trés vias de ativagcao do
complemento culminam na formacdo de dois complexos proteoliticos muito
importantes, a C3 convertase (C3Bb e C4bC2a), que cliva C3 nos fragmentos C3a e
C3b, e a C5 convertase (C3bBbC3b e C4bC2aC3b), que cliva o C5 em Cbha e C5b
(ABBAS et al.,, 2011; KEMPER E ATKINSON, 2007; MAKRIDES, 1998). Apo6s a
geracado da C5 convertase, as reacdes subsequentes sdo comuns a todas as vias de
ativacdo do complemento para a formacdo do complexo de ataque a membrana
(MAC) (MAKRIDES, 1998).

As C5 convertases geradas pelas vias classica, alternativa e da lectina iniciam
a ativacdo dos ultimos componentes do sistema complemento, o que culmina na
formacdo do MAC (ABBAS et al., 2011). A C5b, liga-se sequencialmente a C6 e C7.
O componente C7 do complexo C5b,6,7 é hidrofébico e se insere na bicamada
lipidica da membrana celular da célula alvo,como por exemplo uma bactéria, em
seguida, C8 liga-se ao complexo. C5b,6,7,8 que catalisa a polimerizacdo de C9 para
formar o MAC (MAKRIDES, 1998; TSCHOPP et al., 1982). Os poros formados pelo
MAC na membrana celular alvo permitem a livre entrada de dgua o que resulta em
edema osmatico e ruptura das células na qual o MAC esta depositado (ABBAS et
al., 2011).

Os fragmentos C3a e C5a sao responsaveis por mediar multiplas reacfes na
resposta inflamatéria, dentre elas, contracdo de mdusculos lisos, alteracbes na
permeabilidade vascular, inducdo da desgranulacdo de mastdcitos com consequente
liberacdo de histamina, ativacdo e agregacao de plaquetas (ABBAS et al., 2011;
MORGAN, 1986; HUGLI, 1989; GERARD E GERARD, 1994), bem como a
regulacdo de moléculas de adesdo que desempenham papel fundamental no
recrutamento neutréfilos (WALPORT, 2001a, 2201b; Foreman et al, 1994, Mulligan
et ai, 1996, 1997; Schmid et al, 1997a).

O sistema complemento tem um papel fundamental na resposta inflamatéria

alem de ser um poderoso instrumento para lise celular (MAKRIDES, 1998). Portanto
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sua ativacdo ndo controlada, dirigida para células do préprio organismo hospedeiro
(doenca autoimune), pode leva-lo a morte (KOZLOV et al., 2007). Um exemplo do
mau funcionamento desse sistema é o edema angioneurético hereditario, causado por
uma deficiéncia congénita da proteina C1-Inh, que inibe irreversivelmente a proteina
quinase Cls, ou a perda da sua atividade funcional devido a mutacdo (ANDINNA et
al., 2004).

Segundo Kozlov et al. (2007), apesar de um grande numero de inibidores do
complemento terem sido isolados de plantas e animais, mas essas substancias ainda
sao pouco estudadas e ndo sao consideradas abrangentes. Quando esses inibidores
séo rigorosamente identificados e tém sua estrutura estabelecida, eles podem formar

uma base para a criagdo de novos medicamentos.

28



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi explorar o potencial biotecnoldgico
de Carica candamarcencis, principalmente suas propriedades imunomoduladoras e
antimicrobianas, a partir da fracédo proteica P1G10 obtida do seu fluido laticifero, no
controle de infeccdo sistémica experimental por Salmonella Typhimurium em

camundongos.

3.2 Objetivos especificos

a) Verificar a atividade antibacteriana in vitro da fracao proteica P1G10 do latex de C.

candamarcencis contra S. Typhimurium;

b) Avaliar a influéncia da fracdo proteica P1G10 do latex de C. candamarcencis,
gquando inoculadas por diferentes vias, sobre o perfil celular leucocitario de

camundongos submetidos ao desafio inflamatério por Carragenina;

c) Avaliar a sobrevivéncia de camundongos inoculados com a fracao proteica P1G10
em diferentes concentragdes (grupos experimentais) ou com Tampao Salina-Fosfato,
pH 7,0 - PBS (grupos controles), ao desafio experimental com S. Typhimurium;

d) Avaliar a influéncia da fracdo proteica P1G10 no clareamento de bactérias viaveis

no baco, figado, fluido peritoneal e no sangue periférico dos animais infectados;

e) Determinar a contagem total e diferencial de leucécitos no sangue e no fluido

peritoneal de animais infectados;
f) Avaliar o dano histopatolégico no baco e figado dos animais infectados;

g) Analisar a expressao génica de TNF-alfa, IL-1e IL-10 por RT-PCR dos animais

infectados;

h) Analisar a producéo de 6xido nitrico no soro dos animais infectados;
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e) Avaliar a influéncia da fracdo proteica P1G10 sobre a atividade litica do sistema

complemento;
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Resumo

Objetivo: Investigar o potencial da fracdo proteica P1G10 de Carica candamarcensis
(Caricaceae) no controle da resposta inflamatéria de camundongos Swiss infectados
com Salmonella enterica Ser. Typhimurium, o modelo murino da febre tif6ide

humana.

Métodos: Os animais receberam P1G10 (1, 5 ou 10 mg/kg) ou PBS, via ip, 24 horas
antes da infeccdo com S. Typhimurium (10" CFU/mL), também por via ip. A
sobrevivéncia e a infiltracdo de leucécitos para a cavidade peritoneal foram
avaliadas durante a infeccdo. A quantidade de oxido nitrico (NO) no soro e a
expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias, também foram investigados.
Camundongos néo infectados e administrados com P1G10 (10 mg/kg) foram
submetidos a um modelo de peritonite induzida por carragenina, e a atividade anti-
complemento de P1G10 foi avaliada in vitro.

Resultados: A sobrevivéncia dos animais pré-tratados com P1G10 (10 mg / kg) foi
de 60%, sete dias apds a infeccdo, enquanto o que o grupo PBS morreu entre 1-3
dias. Apos a infeccdo, a infiltracdo de leucécitos para dentro da cavidade peritoneal
foi maior em camundongos administrados com P1G10. As quantificacbes de ON
foram semelhantes entre os camundongos de todos o0s grupos, mas houve uma
diminuicdo na expressdo de RNAm de TNF-a e IL-18. Em camundongos n&o
infectados, a administracdo por via endovenosa de P1G10 reduziu a infiltracdo dos
leucécitos para a cavidade peritoneal induzida por carragenina. Por outro lado, a sua
administragao por via intraperitoneal aumentou a inflamacéao induzida pelo agente
flogistico. Além disso, P1G10 mostrou ter atividade anti-complemento, o que foi

atribuido a presenca de proteinas com atividade proteinasica.

Concluséo: A fracdo proteica P1G10 de C. candamarcensis é potencialmente uma

fonte atraente de biomoléculas com propriedades anti-inflamatérias.

Palavras-chave: Inflamacgao, Salmonella Typhimurium, proteinas laticiferas.
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Introducéo

Carica candamarcensis é uma planta nativa do oeste da América do Sul e
pertencente a familia Caricaceae (Leon, 2000; Lorenzi, 2000). Popularmente
conhecido como Mamao da montanha, esta planta é famosa por lancar uma grande
guantidade de latex das folhas e camadas externas do endocarpo apos fruto sofrer
alguma injuria (Walraevens et al. 1999). Tais fluidos tém sido obtidos principalmente
a partir de frutos imaturos, que tém altos niveis de hidratos de carbono, vitaminas,
minerais e proteinas (Baeza et al. 1990). Anteriormente, Silva et al. (2003), separou
fracOes proteicas obtidas a partir de latex por cromatografia em coluna de Sephadex,
chamadas P1G10 e P2G10. A fragcdo P1G10 é rica em cisteino proteinases com
atividade proteolitica de 5-8 vezes maior do que C. papaya (Baeza et al, 1990;.
Teixeira et al 2008.). Suas atividades biolégicas tém sido explorado em diferentes

modelos experimentais.

A fracdo protéica P1G10 tém atividade mitogénica em cultura de fibroblastos
e células epiteliais (Gomes et al. 2005) e acao anti-ulcerogénica cujos efeitos sobre
a cicatrizacdo do estdmago estéo relacionados ao estimulo angiogénico (Mello et al.
2.008). Além disso, 0 encurtamento no tempo de repitelializacdo também foi
demonstrado num modelo de ferimento de queimadura na pele quando P1G10 foi
aplicada a uma concentracdo de 0,1% (Gomes et al. De 2010). Assim, o latex C.
candamarcensis apresenta-se como uma fonte potencial de compostos bioativos
com propriedades farmacolégicas. No entanto, pouco se sabe sobre seu efeito

imunomodulador no curso de diferentes estimulos.

Os dados anteriores com proteinas laticiferos de Calotropis procera
(Asclepiadaceae), que também é rica em cisteino proteinases, tém mostrado que
estas previnem o choque séptico causado por Salmonella enterica Sor. Typhimurium
(Lima-Filho et al. 2010; Oliveira et al. 2012). Além disso, essas proteinas mantém a
homeostase de coagulagdo em camundongos com sepse e exibem atividades
semelhantes a trombina e plasmina (Ramos et al. 2012). No presente estudo, foi
investigada a influéncia de P1G10 sobre a resposta inflamatéria de camundongos

Swiss infectados experimentalmente com S. Typhimurium.
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Métodos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com principios
internacionalmente aceitos para o uso de animais em laboratério e foram aprovados
pelo comité de ética experimental da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(processo 23082.012528/2012-14).

Proteinas laticiferas de C. candamarcensis

O latex de C. candamarcensis foi coletado por varias incisdes feitas na
superficie do fruto verde com o auxilio de uma lamina afiada. Apos a coleta, o latex
foi liofilizado e armazenado no escuro a -20 ° C até o momento do uso. Esta amostra
foi dissolvida e, em seguida, equilibrada com tampéo acetato de sédio 1,0 M e
aplicado a uma coluna de Sephadex G10. As amostras foram triadas por
determinacdo da absorbancia a 280 nm e da atividade de amidasica (Silva et al.

2003). O primeiro pico com atividade amidéasica constituiu a fracdo P1G10.

Micro-organismo

Salmonella entérica subsp. enterica sorotipo Typhimurium foi isolada de um
caso clinico humano na Fundacéo Ezequiel Dias (Funed, Belo Horizonte, MG, Brasil)
e foi gentilmente cedida pela Dr. Jacques Robert Nicoli (Universidade Federal de
Minas Gerais, Brasil). As bactérias foram mantidas a -18 °C em meio de cultura
Brain Heart Infusion (BHI) contendo 50% de glicerol. Durante as experiéncias, as

bactérias foram ativadas apds cultura em caldo BHI durante 24 horas a 37 °C.

Atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana de P1G10 foi avaliada através do método de
diluicdo em caldo (Koneman et al. 2008). As proteinas foram dissolvidas em salina

fosfatada tamponada (PBS) para obter concentragfes finais que variaram entre 1

43



mg/ml e 0,0019 mg/ml, em tubos de caldo Mueller Hinton contendo S. Typhimurium
(10° UFC / ml). Todos os ensaios foram realizados em duplicata. Tubos de controle
nao possuiam as proteinas do latex. A concentracdo inibidora minima foi estimada
como sendo a concentracdo mais baixa que inibiu o crescimento visivel apés

incubacédo durante 24 h a 37 °C.

Animal

Camundongos Swiss (Mus musculus) foram obtidos a partir de Biotério do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais pesavam entre 30 e 35 gramas e foram mantidos em
gaiolas com iluminacdo controlada (12 h claro / escuro - ciclos), temperatura de 25
°C, com livre acesso a agua e racdao comercial (Purina, Paulina, SP, Brasil). Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Imunologia da

Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Desing experimental

Os ratos foram separados em quatro grupos (n = 6) como a seguir: 0S grupos
experimentais foram administrados por via intraperitoneal com 0,2 ml de P1G10, em
concentracdes de 1 mg/kg, 5 mg/kg ou 10 mg/kg (em PBS estéril, pH 7,2) , enquanto
gue o grupo de controlo recebeu 0,2 ml de PBS. ApGs 24 horas, todos 0s animais
foram desafiados por via intraperitoneal com uma solucéo contendo 10’ células de
Salmonella Typhimurium. A avaliacdo dos sintomas clinicos e de sobrevivéncia ap0s
a infeccdo foi monitorizado a cada 24 horas, durante sete dias. Os animais
sobreviventes foram submetidos a eutanasia com isoflurano no final do experimento
(Lima-Filho et al. 2010;. Villalba, 2010). Considerando os resultados do ensaio de
sobrevivéncia, um outro grupo de camundongos (n = 10) foi administrado com 10 mg
/ kg de P1G10 e infectados com S. Typhimurium, seguindo o protocolo experimental

descrito acima. O grupo de controlo (n = 10) receberam PBS, de acordo com o
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esquema seguido para pares experimentais. Neste caso, 0s animais foram

submetidos a eutanasia apds 24h e 72h apos a infeccao.

Analise histopatologica

Amostras de tecido de figado e baco dos animais foram fixadas em formol a
10% e processadas para fixagdo em bloco de parafina. Os cortes histologicos com
espessura de 5um foram corados com hematoxilina-eosina. As laminas foram

examinadas por um unico patologista, que desconhecia as condi¢cdes experimentais.

Avaliacédo da depuracéo bacteriana

Os bacos e os figados dos animais foram removidos assepticamente e
homogeneizados em PBS pH 7,2. As suspensdes destes 0rgdos e amostras de
sangue e fluido peritoneal foram submetidas a diluicbes decimais seriadas. Em
seguida, uma aliquota de 0,1 ml de cada dilui¢cdo foi plagueada em placas de agar
de MacConkey. As placas foram incubadas numa camara de crescimento durante 24
h a 37 °C para posterior quantificacdo de unidades formadoras de col6nias (UFC/

grama de peso do 6rgdo ou ml de sangue ou fluido peritoneal) (Oliveira et al., 2012).

As contagens total e diferencial de leucdcitos

Para a contagem total de leucdcitos no sangue e fluido peritoneal, 20 ul foi
homogeneizada com 380 uL do reagente de Turk. Uma aliquota desta solucao foi
retirada e colocada numa camara de Neubauer, e os leucdcitos foram contados sob
um microscopio optico. A contagem diferencial foi feita a partir de esfregacos

corados com eosina azul de metileno - Giemsa (Souza e Ferreira, 1985).
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Andlise da expressao génica de citocinas

Uma secdo do figado dos animais foi retirada assepticamente e
homogeneizada em 0,5ml de TRIzol® Reagent (Invitrogen) para extracdo do RNA
total, seguindo-se o protocolo proposto pelo fabricante. A quantificacdo do RNA foi
realizada em espectrofotbmetro a 260 nm e sua integridade confirmada por
eletroforese em gel de agarose 1% (Oliveira et al, 2012). Para a constru¢ao do
cDNA e amplificacdo por PCR em tempo real foi utilizado um kit comercial (SIGMA-
SYBR-Green Quantitative RT-PCR KIT). Foram analisadas as expressdes dos
seguintes primers: Beta Actina- Camundongo (Controle interno) (foward &5’
ATATCGCTGCGCTGGTCGTC 3, reverse 5° AGGATGGCGTGAGGGAGAGC 37);
Fator de necrose  tumoral-a  (TNF-a)  (forward 5 GATCTCAAA
GACAACCAACTAGTG 3, reverse 5 CTCCAGCTGGAAGACTCCTCCCAG 3");
Interleucina -1 (IL-1B) (forward 5° AATCTCACAGCAGCACATCAA 3, reverse 5
AGCCCATACTTTAGGAAGACA 3’) e interleucina -10 (IL-10) (forward 5
CGGGAAGACAATAACTG '3, reverse 5 CATTTCCGATAAGGCTTG 3’).A analise
dos resultados foi realizada de acordo com Dussault e Pouliot (2006) e para
comparacao da expressdo dos genes de interesse (G.l) entre grupo controles e
experimentais foi utilizada a seguinte formula:

AACt = [{Ct G.I controle — Ct actina controle) — (Ct G.I Experimental

— Ct actina experimenta

- ~ - ~ . ~ - e ijt
Para aproximacao das variagOes das medicdes, foi utilizada a formula: 2

Quantificacdo de Oxido nitrico no soro dos animais
A determinacdo de 6xido nitrico foi realizada no soro sanguineo na forma de
nitrito. A conversdo de nitrato (NO3) a nitrito (NO2) foi realizada pela acdo da

enzima nitrato redutase, utilizando-se um kit comercial (R&D Systems)
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Influéncia de P1G10 sobre a migracdo de leucocitos no modelo de inflamacéo por
peritonite

Para realizacdo deste teste seguiu-se o0 protocolo descrito por Alencar et al.
(2004). A fragéo proteica P1G10 de C. candamarcensis foi administrado em
concentracbes de 1mg/kg, 5mg/kg, ou 10mg/kg, por via endovenosa ou
intraperitoneal, a camundongos Swiss nao infectados. Os grupos controle foram
administrados com PBS. Apods 30 minutos, a peritonite foi induzida pela
administracdo intraperitoneal de 0,2 ml de uma solucdo de carragenina (500 mg /
animal). Apos 6 horas, os animais foram sacrificados sob anestesia com isoflurano.
A contagem total e diferencial de leucdcitos no sangue e fluido peritoneal foi

realizada como descrito anteriormente.

Influéncia de P1G10 sobre a ativacéo do sistema complemento

O método que se segue foi adaptado de Samuelsen et al. (2004). Soros de
humano ou de carneiro (180 pL) foram adicionados a microplacas de 96 pogos. Em
seguida, 10 ul de P1G10 foi adicionado aos pocos para se obter concentracdes
finais de 1mg/ml, 5 mg/ml ou 10mg/ml. P1G10 desnaturado pelo calor (10mg/ml -
100 °C durante 30 min) foi também testada. As microplacas foram incubadas a 37 °C
durante 5 min, e, em seguida, 10 ul de suspensao de bactérias de Escherichia coli
(10° UFC/mlI) foi adicionada aos pocos. Pocos contendo soro intacto ou desnaturado
pelo calor (56 °C/30 min) e E. coli, desprovidos de P1G10, foram usados como
controles. As placas foram incubadas a 37 ° C, e aliquotas de 20 yL foram retiradas
de cada poco depois de 60, 120, 240, 360 e 480 minutos para a quantificacdo de
unidades formadoras de colbnias em agar de MacConkey. Os resultados foram

expressos como UFC/mL. Todos os testes foram realizados em duplicata.

Analise estatistica

Os resultados serdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.).
Para comparacdo mdultipla dos dados paramétricos foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni ou Student Newman-Keuls. A
significancia minima considerada serd nivel de p<0,05. Para analise e

processamento dos resultados, foi utilizado o programa Graphpad Prism.
47



Resultados

Camundongos Swiss pré-tratados com um Udnico inoculo de P1G10,
apresentaram taxas de sobrevivéncia dose-dependente, enquanto 0s animais nao
tratados sucumbiram até o terceiro dia ap0s a infeccdo por Salmonella (Fig. 1). O
maior indice de sobrevivéncia foi observado com a dosagem de 10 mg/kg (60 %),
sendo esta dosagem utilizada para realizacdo dos demais experimentos. Apés 24 e
72 horas da infec¢éo, o numero de bactérias viaveis no baco, no sangue e no fluido
peritoneal ndo diferiu significativamente entre os animais pré-tratados com P1G10 e
grupo controle (p> 0,05). No entanto, houve uma diminuicdo no numero de bactérias
viaveis no figado dos animais experimentais apos 72 h de infec¢do (p <0,05) (dados
nao mostrados). P1G10 ndo apresentou atividade antimicrobiana in vitro contra S.
Typhimurium na maior concentracdo testada (1 mg/ml).

O pré-tratamento com P1G10 (10mg/ ml) induziu significante migracdo de
leucdcitos para a cavidade peritoneal nos animais infectados em comparacdo ao
grupo controle nédo tratados apds 72 horas da infeccdo (p <0,05) (Fig. 1b). N&o
houve alteracdes no perfil hematolégico das populacdes de leucécitos no sangue
destes animais (dados ndo mostrados). A avaliacdo histologica do figado dos
animais controle, apés 72 horas de infeccdo, revelaram infiltracdo inflamatdria,
formacdo de trombos, ndcleos picndticos, necrose hepatica difusa e intensa
vacuolizacdo citoplasmatica (Fig. 2a). No mesmo periodo, o figado de animais pré-
tratados com P1G10 mostrou leve vacuolizacdo dos hepatécitos, sinais discretos de
necrose, presenca de microabscessos e acumulo de células mononucleares (Fig.
2b). revelou que no parénquima esplénico houve a presenca de processos
inflamatérios com areas de deplecéo linfoide e necrose com células multinucleadas
(Fig. 2c), ao passo que o baco de animais pré-tratados com a proteina
apresentavam apenas ligeira inflamacdo e auséncia de células gigantes
multinucleadas (Fig. 2d).

A inflamacdo experimental induzida por carragenina em animais nao
infectados mostrou que o pré-tratamento com P1G10, efetuado por via endovenosa,
reduziu fortemente a infiltracdo de leucocitos para dentro da cavidade peritoneal (p

<0,05) (Fig. 3a). Por outro lado, a migracdo dos leucdcitos foi potencializada quando
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a fracéo proteica foi administrada por via intraperitoneal (P <0,05) (Fig. 3b). Além
disso, a fragéo proteica P1G10, quando testada in vitro em concentragdes de 5 mg /
ml e 10 mg/ml, foi capaz de inibir a cascata do sistema complemento, evitando a lise
de células de E. coli (Fig. 4). No entanto, quando P1G10 foram desnaturadas pelo
calor (100 °C/30 min), o sistema do complemento eliminava as bactérias da forma
habitual (Fig. 4).

A observacdo de transcritos de TNF-a em células do figado confirmou
pequenas reducdes de 0,8 e 0,6 vezes nos grupos tratados com P1G10, 24 e 72 h
apos a infeccdo, respectivamente (Fig. 5a). A expressdo génica de IL-1f também
mostrou uma diminuicdo relativa de 0,7 e 0,2 vezes no grupo tratado,
respectivamente (Fig. 5a). Nao havia transcritos de IL-10 em nenhum um dos grupos

ou de qualquer alteracéao significativa da producéo de 6xido nitrico no soro (Fig. 5b).

Discussao

No modelo murino, S. Typhimurium induz uma sindrome semelhante a febre
tifoide humana causada por S. Typhi (Médico et al, 1997; Megid et ai, 2001; Zhang
et ai, 2003). Infeccdes sistémicas induzidas por S. Typhimurium geralmente
provocam faléncia da migracdo de leucocitos para o foco infeccioso, dentre outras
desordens inflamatorias, que levam ao choque séptico e provocam a morte
(Benjamim, 2001; Alves et al. 2005). O pré-tratamento com proteinas do latex de C.
candamarcensis foi capaz de aumentar a sobrevida de camundongos infectados
com S. Typhimurium, de maneira dose-dependente. Esta protecdo ndo foi devido a
depuracdo de bactérias no fluido peritoneal, sangue ou baco dos animais. Mas
houve uma diminuicdo significativa na quantidade de bactérias no figado dos
animais experimentais ap6s 72 horas de infeccdo, o que sugere que P1G10
estimulou a capacidade de eliminacdo de bactérias neste 6rgdo. Analise do figado e
do baco dos animais controles apds 72 horas de infeccdo,evidenciou a presenca de
danos histolégicos mais intensos que os 0rgaos dos grupos experimentais neste
mesmo periodo, o que pode ter influenciado o aumento da sobrevivéncia dos

animais pré-tratados com P1G10
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No entanto, constatou-se que P1G10 n&o diminui da viabilidade de células de
S. Typhimurium in vitro e, por conseguinte, a protecdo foi possivelmente devido a um
mecanismo imunolégico. A fim de elucidar o efeito das proteinas na resposta
inflamatoria, camundongos néo infectados foram administrados com P1G10 e, em
seguida, inoculados com carragenina. Quando administrado por via intraperitoneal,
P1G10 aumentou o estimulo pré-inflamatério desenvolvido pelo agente flogistico.
Por outro lado, um efeito anti-inflamatério foi desencadeado quando P1G10 foi
administrado por via endovenosa. Assim, a influéncia de P1G10 sobre a resposta
imunoldgica varia de acordo com a via de inoculacdo. Considerando que as
proteinas plasméaticas do sistema complemento desempenham importantes papeis
durante o processo inflamatério, nés investigamos o papel de P1G10 na inibicdo da
cascata do complemento utilizando um modelo in vitro.

Os resultados mostram que a lise de células bacterianas pelo sistema
complemento foi prejudicada por P1G10, mas, este efeito foi revertido quando as
proteinas foram deshaturadas por tratamento térmico. A acdo do sistema
complemento durante a infeccdo resulta na lise das células microbianas e na
ativacdo da resposta inflamatoria através de fragmentos peptidicos, tais como a C3a
e Cha (Deng et al. 2011). Proteinas do complemento podem causar alteracbes na
permeabilidade vascular, bem como regulacdo de moléculas de adesdo envolvidas
no recrutamento de neutréfilos (Gerard e Gerard, 1994; Walport, 2001a; Walport,
2001b). Assim, a atividade anti-complemento de P1G10 foi atribuido a acdo de
enzimas proteoliticas presentes na fracdo proteica de C. candamarcensis, que
possivelmente inativaram proteinas “chaves” da cascata do complemento.

Anteriormente, mostramos que as proteinas do latex de C. procera protegiam
camundongos contra Salmonella devido a uma sub-regulacédo de citocinas como IL-
18 e regulagao da liberagéo de éxido nitrico (Lima-Filho et al. 2010;. Oliveira et al.
2012). TNF-a e IL-1B sao importantes citocinas na resisténcia do hospedeiro contra
as infeccdes sistémicas (Van der Poll e Sauerwein, 1993). No entanto, altos niveis
plasmaticos de TNF-a sao correlacionados com o grau de severidade de infec¢des
sépticas, estando elevado nos casos de oObito (Casey et ai, 1993; Gardlund et al,
1995). Além disso, a IL-1 tem como principal fonte de macréfagos estimuladas por

TNF-a ou LPS bacteriano, e é responsavel por promover o recrutamento de
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leucécitos para o local de infec¢do (Benjamim, 2001). Por outro lado, camundongos
deficientes na producéo de IL-1B sdo resistentes ao choque séptico e tratamentos
gue diminuem a sintese de TNF-a tém sido utilizados para reduzir a mortalidade em
lactentes prematuros com infeccdes sistémicas (Lauterbach et al, 1994;. Li et al. ,
1995).

A auséncia da expresséo de IL-10 mRNA no figado de animais pré-tratados
com P1G10 confirmou que na fase aguda da infeccdo, ambos 0s grupos
experimentais e controle desenvolveram um forte processo inflamatorio. No entanto,
embora o pré-tratamento com P1G10 tenha diminuido a expresséo génica de TNF-a
e IL-1B8, ndo houve nenhuma falha de infiltracdo de leucdcitos para a cavidade
peritoneal. Em vez disso, o choque séptico foi adiado, aumentando a sobrevida apos
a infeccdo. Considerando o papel microbicida de oOxido nitrico (ON) no meio
intracelular, quantificamos a producdo de ON no soro apdés infeccdo de animais pré-
tratados com P1G10. O oxido nitrico é frequentemente libertado apos a inducédo por
citocinas da expressao da enzima o6xido nitrico sintase (iNOS) , tais como TNF-a e
IFN-y. No entanto, os niveis elevados de ON sao responsaveis por varios efeitos
patolégicos durante sepse bacteriana (Benjamim, 2001). Os resultados aqui
apresentados mostram que P1G10 ndo afetou a liberacdo de oOxido nitrico, o que
nao foi decisivo no aumento da sobrevida dos animais pré-tratados com P1G10 e

infectadas com Salmonella.

Conclusao

Neste estudo n6s mostramos que as proteinas laticiferas de C.
candamarcensis aumentam a sobrevida de camundongos suicos infectados com
Salmonella Typhimurium. Embora os mecanismos envolvidos nesta prote¢cdo nao
estejam completamente elucidado, a fracdo proteica P1G10 mostrou ser uma boa

fonte de biomoléculas com promissoras propriedades anti-inflamatorias.
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Lista de Figuras

Fig.1l Sobrevivéncia de animais pré-tratados com P1G10 e infectados com Salmonella
Typhimurium. Os grupos experimentais foram tratados com 1 mg / kg (quadrado
preto), 5 mg / kg (triangulo preto) ou 10 mg / kg (circulo preto) de PIG10 por via
intraperitoneal. O grupo controle recebeu PBS (circulos brancos). (a) Sobrevivéncia
dos animais foi observado durante sete dias apds a infeccdo por Salmonella; (b)
Contagens totais de leucdcitos no fluido peritoneal de animais previamente tratados
com P1G10 e infectadas com Salmonella typhimurium. Os resultados sdo expressos
como média + EPM e a comparacdo dos dados foi por analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Bonferroni. O intervalo de confiangca foi determinado com p
<0,05. * Diferenca significativa entre P1G10 e grupos PBS

Fig. 2 Padrao histolégico do figado e do baco de camundongos pré-tratados com
P1G10 72 horas apds a infeccdo por Salmonella Typhimurium. (a) Figado de
camundongo no grupo PBS, mostrando severa vacuoliza¢do, necrose individual de
hepatocitos com distribuicdo difusa (seta fina) e trombose (estrela); (b) Figado de
camundongo no grupo experimental (P1G10, 10 mg /kg) , demonstrando necrose
hepética (seta fina) e acimulo de células mononucleares (seta larga); (c)Baco de
camundongo do grupo controlo, mostrando deplecéo linfoide (seta fina) e a presenca
de células gigantes (seta larga); (d) Baco de camundongos no grupo experimental

com aparéncia preservada da polpa branca e polpa vermelha

Fig. 3 Contagens totais de leucécitos no fluido peritoneal de camundongos suicos
pré-tratados com P1G10 no modelo de peritonite induzido por carragenina. Os
camundongos foram tratados com 1, 5, 10 mg / kg de P1G10, intravenosamente ou
intraperitonealmente, e 30 minutos mais tarde receberam 500 mg de carragenina por
via intraperitoneal. Os grupos controle receberam PBS. A migracdo de leucdcitos
para dentro da cavidade peritoneal de todos os grupos de animais foi avaliada 6
horas apos a administragdo do agente flogistico. Os resultados sdo expressos como
média £+ EPM e comparacdo dos dados foi por analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Bonferroni. O intervalo de confianga foi determinado com p

<0,05. * Diferenca significativa entre P1G10 e grupos PBS
56



Fig.4 Atividade anti-complemento in vitro de P1G10. O soro humano (a) ou soro de
ovelha (b) foram pré-tratados com P1G10, em concentracdes de 1 mg / mL (triangulo
preto), 5 mg / mL (quadrado preto), 10 mg / ml (circulos pretos) ou de 10 mg / ml de
calor desnatura P1G10 (100 ° C/30 min) (triangulo branco), e depois foram expostos a
uma cultura de Escherichia coli. Os grupos de controle foram formados por soro ativos
(quadrado vazio) ou soro inativado pelo calor (circulo branco) desprovidos de P1G10.
O numero de unidades formadoras de colonias foi quantificado em horarios

predeterminados

Fig. 5 Libertag&o de 6xido nitrico e os resultados comparativos de PCR em tempo real
expressos em vezes de aumento, para o0 TNF-a e IL1-B nas células do figado de
camundongos pré-tratados com P1G10 e infectadas com Salmonella typhimurium. Os
grupos experimentais foram tratados com 10 mg / kg de P1G10 enugnato os grupos
controle receberam PBS 24 horas antes do desafio com Salmonella Typhimurium (10’
CFU / mL). (a) Expressao génica de TNF-a e IL1- relativas a camundongos do grupo
controle. (B) Resultados da producéo de oxido nitrico foram expressos como média +
EPM e a comparacédo dos dados foi por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo

teste de Bonferroni. O intervalo de confianca foi determinado com p <0,05
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Abstract

Purpose: To investigate the potential of protein fraction P1G10 of Carica candamarcensis (Caricaceae) to
control the inflammatory response of Swiss mice infected with Salmonella enterica Ser. Typhimurium, the

murine model of human typhoid fever.

Methods: The animals received P1G10 (1, 5 or 10 mg/kg) or PBS, via i.p., 24 hours prior to infection with S.
Typhimurium (107 CFU/ml), also by i.p. Survival and leukocyte cell infiltration into the peritoneal cavity were
evaluated during infection. The contents of nitric oxide (NO) in serum and the gene expression of pro-
inflammatory cytokines were also investigated. The carrageenan-peritonitis model was conducted with

uninfected mice administered with P1G10 (10 mg/Kg), and anti-complement activity was evaluated in vitro.

Results: The survival of the animals pretreated with P1G10 (10 mg/kg) was 60% seven days after infection,
while the PBS group died in one to three days. After infection, the leukocyte cell infiltration into the peritoneal
cavity was higher in mice administered with P1G10. The NO contents were similar among mice of all groups,
but there was a decrease in the mRNA expression of TNF-a and IL-1p. In uninfected mice, the administration of
P1G10 given intravenously reduced the leukocyte cell infiltration into the peritoneal cavity induced by
carrageenan. Conversely, its intraperitoneal administration increased inflammation induced by the phlogistic
agent. Also, P1G10 was shown to have anti-complement activity, which was attributed to the presence of

proteins with proteinasic activity.

Conclusion: The protein fraction P1G10 of C. candamarcensis is a potentially attractive source of biomolecules

with anti-inflammatory properties.

Keywords: Inflammation, Salmonella Typhimurium, Laticifer proteins.

64



Introduction

Carica candamarcensis is a plant native to western South America belonging to the family Caricaceae
(Leon, 2000; Lorenzi, 2000). Popularly known as mountain papaya, this plant is known for releasing a large
amount of latex from the leaves and outer layers of the endocarp after fruit injury (Walraevens et al., 1999). This
latex is mainly obtained from immature fruits, which have high levels of carbohydrates, vitamins, minerals and
proteins (Baeza et al. 1990). Previously, Silva et al. (2003) separated protein fractions obtained from latex by
chromatography in a Sephadex column, called P1G10 and P2G10. The P1G10 fraction is rich in cysteine
proteinases with proteolytic activity at least five times higher than C. papaya (Baeza et al. 1990; Teixeira et al.

2008). These biological activities have been investigated in different experimental models.

The P1G10 protein fraction has mitogenic activity in cultured fibroblasts and epithelial cells (Gomes et
al., 2005) and anti-ulcerogenic action, with effects on gastric healing that are correlated with the angiogenic
stimulus (Mello et al., 2008). Moreover, a shortening of epithelialization was also demonstrated in a skin burn
injury model when P1G10 was applied at a concentration of 0.1% (Gomes et al. 2010). Thus, the latex of C.
candamarcensis is a potential source of bioactive compounds with pharmacological properties. However, little is

known about its immunomodulatory effect in the course of different stimuli.

Previous data on laticifer proteins from Calotropis procera (Asclepiadaceae), which is also rich in
cysteine proteinases, have shown they can prevent septic shock caused by Salmonella enterica Ser.
Typhimurium (Lima-Filho et al., 2010; Oliveira et al., 2012). In addition, these proteins maintain coagulation
homeostasis in septic mice and exhibit thrombin- and plasmin-like activities (Ramos et al., 2012). In the present
study, we investigated the influence of P1G10 on inflammatory response in Swiss mice experimentally infected

with S. Typhimurium.
Methods

All procedures were conducted in accordance with internationally accepted principles on the use of laboratory
animals and were approved by the experimental ethics committee of the Pernambuco Federal Rural University
(process 23082.012528/2012-14).

C. candamarcensis latex proteins

The latex of C. candamarcensis was collected by several incisions on the surface of the green fruit with
sharp blade. After collection, the latex was lyophilized and stored in the dark at -20 °C until use. This sample
was dissolved and then equilibrated with sodium acetate buffer 1.0 M and applied in a Sephadex G10 column.
The samples were screened by determining the absorbance at 280 nm and the amidase activity (Silva et al.,

2003). The first peak with amidase activity constituted the fraction P1G10.
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Microorganisms

Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Typhimurium was isolated from a human clinical case
sample, maintained by Ezequiel Dias Foundation (FUNED, Belo Horizonte, MG, Brazil), and was kindly
provided by Dr. Jacques Robert Nicoli (Federal University of Minas Gerais, Brazil). The bacteria were kept at -
18 'C in brain heart infusion (BHI) culture medium containing 50% glycerol. During the experiments, the

bacteria were activated by culturing in BHI broth for 24 hours at 37 °C.

In vitro antimicrobial activity

The antimicrobial activity of P1G10 was assessed using the broth dilution method (Koneman et al.,
2008). The proteins were dissolved in phosphate buffered saline (PBS) to give final concentrations ranging from
1 mg/ml to 0.0019 mg/ml in Mueller-Hinton broth tubes containing S. Typhimurium (10° CFU/mI). All assays
were performed in duplicate. Control tubes were lacking latex proteins. The minimum inhibitory concentration

was estimated as the lowest concentration that inhibited visible growth after incubation for 24 h at 37 °C.

Animals

Swiss mice (Mus musculus) were obtained from the collection of the Keizo Asami Immunopathology
Laboratory (LIKA) of Federal University of Pernambuco. The mice weighed 30-35 grams and were kept in
cages with controlled lighting (12-h light/dark cycles), 25 °C with free access to water and commercial feed
(Purina, Paulina, SP, Brazil). The experiments were performed at the Microbiology and Immunology Laboratory

of Federal Rural University of Pernambuco.

Experimental design

The mice were divided into four groups (n = 6) as follows: experimental groups were administered
intraperitoneally with 0.2 ml of P1G10 at concentrations of 1 mg/kg, 5 mg/kg or 10 mg/kg (in sterile PBS, pH
7.2), while the control group received 0.2 ml of PBS. After 24 hours, all animals were challenged by the
intraperitoneal route with a solution containing 10 cells of Salmonella Typhimurium. The clinical symptoms and
survival after infection were monitored every 24 hours for seven days. Surviving animals were subjected to
euthanasia with isoflurane at the end of experiment (Lima-Filho et al., 2010; Villalba, 2010). Based on the
results of the survival test, another group of mice (n = 10) was administered with 10mg/kg of P1G10 and
infected with S. Typhimurium following the experimental protocol described above. The control group (n = 10)
received PBS, according to the scheme followed for experimental peers. In this case, the animals were submitted

to euthanasia 24 h and 72 h after infection.
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Histopathological analysis

Tissue samples of spleen and liver of the animals were fixed in 10% formaldehyde and embedded in
paraffin blocks. Histological sections with Spum thickness were stained with hematoxylin-eosin. The slides were

examined by a single pathologist, who was unaware of the experimental conditions.

Evaluation of bacterial clearance

The spleen and livers were removed aseptically and homogenized in PBS pH 7.2. The suspensions of
these organs and samples of blood and peritoneal fluid were submitted to serial decimal dilutions. Then, an
aliquot of 0.1 ml of each dilution was plated on MacConkey agar plates. The plates were incubated in a growth
chamber for 24 h at 37 °C for later quantification of the colony forming units (CFU/gram of organ or ml of blood

or peritoneal fluid) (Oliveira et al., 2012).

Total and differential leukocyte cell counts

For the total leukocyte count in the blood and peritoneal fluid, 20 ul was homogenized with 380 uL of
the Turk reagent. An aliquot of this solution was withdrawn and placed in a Neubauer chamber, and leukocytes
were counted under an optical microscope. The differential count was made from smears stained with eosin

methylene blue - Giemsa (Souza and Ferreira, 1985).

Analysis of cytokine gene expression

A section of each animal’s liver was removed aseptically and homogenized in 0.5ml of TRIzol®
Reagent (Invitrogen) to extract total RNA, following the protocol suggested by the manufacturer. Quantification
of RNA was performed by spectrophotometry at 260 nm and its integrity was confirmed by electrophoresis on
1% agarose gel (Oliveira et al., 2012). The construction of cDNA and amplification by real-time PCR were
performed using a commercial kit (Sigma-SYBR-Green Quantitative RT-PCR kit). We analyzed the expressions
of the following primers: Beta-Actin Mouse (Internal Control) (forward 5’ATATCGCTGCGCTGGTCGTC 3/,
reverse 5’ AGGATGGCGTGAGGGAGAGC 3'), tumor necrosis factor-o. (TNF-a) (forward 5'GATCTCAAA
GACAACCAACTAGTG 3 ', reverse 5 CTCCAGCTGGAAGACTCCTCCCAG 3 ), interleukin-1p (IL-1pB)
(forward 5'’AATCTCACAGCAGCACATCAA 3, reverse 5 'AGCCCATACTTTAGGAAGACA 3" and
interleukin -10 (IL-10) (forward 5CGGGAAGACAATAACTG '3 ', reverse 5 'CATTTCCGATAAGGCTTG 3.
The results were analyzed according to Dussault and Pouliot (2006) and compared to the expression of genes of

interest (G.I) between control and experimental group with the following formula:
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AACE = [(Ct G.1. Contral — Ct Actin Control) — (Ct G.1. Experimental
— Ct actin Experimental

AACE
For approximation of the fold variation measurements, we used the formula: 2

Quantification of nitric oxide in serum of animals

The determination of nitric oxide in blood serum was carried out in the form of nitrite. The conversion
of nitrate (NO3) to nitrite (NO,) was performed by the action of the enzyme nitrate reductase, using a

commercial kit (R & D Systems).

P1G10 influence on the inflammation model of peritonitis by carrageenan

The protocol followed Alencar et al. (2004). The protein fraction P1G10 of C. candamarcensis was
administered at concentrations of 1 mg/kg, 5 mg/kg, or 10 mg/kg, intravenously or intraperitoneally, to
uninfected Swiss mice. The control groups were administered with PBS. After 30 minutes, the peritonitis was
induced by intraperitoneal administration of 0.2 ml of a carrageenan solution (500 mg/animal). After 6 h, the
animals were euthanized under anesthesia with isoflurane. The total and differential count of leukocytes in the

blood and peritoneal fluid was carried out as described previously.

P1G10 influence on the activation of the complement system

The following method was adapted from Samuelsen et al. (2004). Human or sheep sera (180 ul) were
added to 96-well microplates. Then, 10 pl of P1G10 was added to the wells to yield final concentrations of 1
mg/ml, 5 mg/ml or 10 mg/ml. P1G10 denatured by heat (10mg/ml - 100 °C for 30 min) was also tested. The
microplates were incubated at 37 °C for 5 min, and then 10 pl of bacterial suspension of Escherichia coli (10°
CFU/mI) was added to the wells. Wells containing intact or heat-denatured serum (56 °C/30 min), and E. coli
devoid of P1G10 were used as controls. The plates were incubated at 37 °C, and 20 pL aliquots were removed
from each well after 60, 120, 240, 360 and 480 minutes for quantification of colony forming units on
MacConkey agar. The plates were incubated at 37 °C for 24 h and the results were expressed as CFU/ml. All

tests were performed in duplicate.

Statistical Analysis

The results are expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M). For comparison of multiple
parametric data, we used analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's test or the Student-Newman-
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Keuls test. The minimum significance level is considered as p < 0.05. The analysis and processing of the results

was performed using the GraphPad Prism program.

Results

Swiss mice pretreated with single inocula of P1G10 showed higher survival, which was dose-
dependent, whereas untreated animals succumbed by the third day after infection by Salmonella (Fig. 1a). The
highest survival rate was observed with the dose of 10 mg/kg (60%), this being the dose used to perform the
other experiments. After 24 and 72 hours of infection, the number of viable bacteria in the spleen, blood and
peritoneal fluid did not differ significantly in animals pretreated with P1G10 or the control group (p > 0.05).
However, there was a decrease in the number of viable bacteria in the liver of experimental animals 72 h after
infection (p < 0.05) (data not shown). However, an in vitro antibacterial assay showed that P1G10 did not inhibit

the growth of S. Typhimurium at the highest concentration of 1 mg/ml.

Pretreatment with P1G10 (10 mg/ml) induced significant migration of leukocytes into the peritoneal
cavity in the infected group compared to the untreated controls after 72 h of infection (p < 0.05) (Fig. 1b). There
were no changes in hematological profile of leukocyte populations in the blood of these animals (data not
shown). The histological evaluation of the liver of the control animals after 72 h of infection revealed
inflammatory infiltration, thrombus formation, pyknotic nuclei, hepatic necrosis and diffuse intense cytoplasmic
vacuolization (Fig. 2a). In the same period, the liver of animals pretreated with P1G10 showed mild
vacuolization of hepatocytes, mild signs of necrosis, presence of microabscesses and accumulations of
mononuclear cells (Fig. 2b). The analysis of the spleen of the control animals 72 h after infection revealed that
the presence of splenic parenchyma in areas of inflammation and necrosis in lymphoid depletion with
multinucleated cells (Fig. 2c), while the spleen of animals pretreated with protein only had slight inflammation

and absence of multinucleated giant cells (Fig. 2d).

The experimental inflammation with carrageenan in uninfected animals showed that pretreatment with
P1G10 carried out intravenously sharply reduced the infiltration of leukocytes into the peritoneal cavity (p <
0.05) (Fig. 3a). Conversely, migration of leukocytes was potentiated when the protein fraction was administered
intraperitoneally (P < 0.05) (Fig. 3b). Furthermore, the protein fraction P1G10, when tested in vitro at
concentrations of 5 mg/ml and 10 mg/ml, was able to inhibit the complement system cascade, preventing cell
lyses of E. coli (Fig. 4). However, when P1G10 were denatured by heat (100 °C/30min), the complement system

eliminated the bacteria as usual (Fig. 4).

The observation of TNF-a transcripts in liver cells confirmed small decreases of 0.8 and 0.6 fold in
groups treated with P1G10, 24 and 72 h after infection, respectively (Fig. 5a). The gene expression of IL-1p also
showed a relative decrease of 0.7 and 0.2 fold in the treated group, respectively (Fig. 5a). There was no I1L-10
transcripts in any of the groups or any significant modification of the production of nitric oxide in serum (Fig.
5b).
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Discussion

In the murine model, S. Typhimurium induces a syndrome similar to human typhoid fever caused by S.
Typhi (Medic et al., 1997; Megid et al., 2001; Zhang et al., 2003). Systemic infections caused by S.
Typhimurium typically cause failure of the migration of leukocytes to the infection site, among other
inflammatory disorders, leading to septic shock and death (Benjamim, 2001; Alves et al., 2005). Pretreatment
with latex proteins from C. candamarcensis was able to increase survival of mice infected with S. Typhimurium
in a dose-dependent manner. This protection was not due to the clearance of bacteria in the peritoneal fluid,
blood or spleen. But there was a significant decrease in the number of bacteria in the liver of experimental
animals after 72 h of infection, suggesting that P1G10 stimulated the clearance capacity in that organ. Analysis
of the liver and spleen of control animals 72 h after infection showed more severe histological damage to the

organs than those of mice in the experimental groups, which may also have influenced the survival.

Nevertheless, we confirmed that P1G10 did not decrease in vitro cell viability of S. Typhimurium and
therefore protection was possibly due to an immune mechanism. In order to clarify the effect of proteins on the
inflammatory response, uninfected mice were administered with P1G10 and then inoculated with carrageenan.
When administered intraperitoneally, P1G10 augmented the pro-inflammatory stimulus developed by the
phlogistic agent. On the other hand, an anti-inflammatory effect was triggered when P1G10 was administered
intravenously. Thus, the onset of the immune response varied with the route of inflammatory stimulus. Since
plasma proteins of the complement system trigger various inflammatory events, we investigated the role of

P1G10 on inhibition of the complement cascade using an in vitro model.

The results showed that bacterial cell lysis was impaired by P1G10, but this effect reverted when
proteins were denatured by heat treatment. The action of the complement system during infection results in lysis
of microbial cells and activation of the inflammatory response through peptide fragments, such as C3a and Cba
(Deng et al. 2011). Complement proteins may cause changes in vascular permeability as well as regulation of
adhesion molecules involved in recruiting neutrophils (Gerard and Gerard, 1994; Walport, 2001a; Walport,
2001b). Thus, the anti-complement activity of P1G10 was attributed to the action of proteolytic enzymes present

in the protein fraction of C. candamarcensis, which possibly inactivated key proteins of complement cascade.

Previously, we showed that latex proteins of C. procera protected mice against Salmonella due to a
down-regulation of cytokines such as IL-1p and regulation of the nitric oxide release (Lima-Filho et al., 2010;
Oliveira et al. 2012). TNF-a and IL-1p are important on host resistance against systemic infections (Van der Poll
and Sauerwein, 1993). But high serum levels of TNF-a increases the severity of septic infections, with higher
levels noted in patients who died (Casey et al., 1993; Gardlund et al., 1995). In addition, IL-1 has as main source
macrophages stimulated by TNF-a or bacterial LPS, and is responsible for promoting the recruitment of
leukocytes to the infection site (Benjamim, 2001). Conversely, mice deficient in the production of IL-1p are
resistant to septic shock and treatments that decrease the synthesis of TNF-o have been used to reduce mortality

in premature infants with systemic infections (Lauterbach et al., 1994; Li et al., 1995).
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The lack in IL-10 mRNA expression in the liver of animals pretreated with P1G10 confirmed that in the
acute phase of infection, both experimental and control groups developed a strong inflammatory process.
However, although pretreatment with P1G10 decreased TNF-a plus IL-1J gene expression, there was no failure
of leukocyte cell infiltration into the peritoneal cavity. Instead, septic shock was delayed, increasing survival
after infection. In view of the microbicidal role of nitric oxide (NO) in the intracellular environment, we
investigated NO in sera after infection in mice pretreated with P1G10. Nitric oxide is often released after the
inducible nitric oxide synthase (iNOS) is triggered by cytokines such as TNF-a and IFN-y. However, high levels
of NO are responsible for several pathological effects during bacterial sepsis (Benjamim, 2001). The results
reported here show that P1G10 did not affect the nitric oxide release, which was not decisive in increasing

survival of pretreated animals infected by Salmonella.

Conclusion

In this study we showed that laticifer proteins of C. candamarcensis increased the survival of Swiss
mice infected with Salmonella Typhimurium. Although the mechanisms involved on this protection are not
completely elucidated, the protein fraction P1G10 was shown to be a good source of biomolecules with

prospective anti-inflammatory properties.

Acknowledgements

This study was funded by the Brazilian National Research Council (CNPq). The Office to Improve
University Personnel (CAPES) of the Ministry of Education granted a master’s scholarship to Maria Taciana
Ralph. Dr. José Vitor Lima-Filho received a scholarship from Tutorial Education Program - PET/MEC/SESu.

We also thank Dr. Maria Helena Ribeiro for supplying the animals used in the present study.

71



References

Alencar NMN, Figueiredo IST, Vale MR, Bitencurt FS, Oliveira JS, Ribeiro RA, Ramos MV (2004) Anti-
inflammatory effect of the latex from Calotropis procera in three different experimental models: peritonitis, paw
edema and hemorrhagic cystitis. Planta Med 70: 1144-1149

Alves-Filho JC, Benjamim C, Tavares-Murta BM, Cunha FQ (2005) Failure of neutrophil migration toward
infectious focus in severe sepsis: a critical event for the outcome of this syndrome. Meml Inst Oswaldo Cruz 100:
223-226

Baeza G, Correa D, Salas CE (1990) Proteolytic enzymes in Carica candamarcensis. J Sci Food Agr 51:1-9
Benjamim, CF (2001) Present understanding of mediators and experimental models of sepsis. Med 34:18- 26.

Casey LC, Balk RA, Bome RC (1993) Plasma cytokine and endotoxin levels correlates with survival in patients
with the sepsis syndrome. Ann Intern Med 119: 771-778

Deng SE, Jensenius JC, Thiel S (2011) Disease-causing mutations in genes of the complement System. Am J
Hum Genet 88: 689-705

Dussault A-A, Pouliot M (2006) Rapid and simple comparison of messenger RNA levels using real-time PCR.
Biol Proced Onlinel 8: 1-10

Gardlund B, Sjolin J, Nilsson A, Roll M, Wickerts CJ, Wretlind B (1995) Plasma levels of cytokines in primary
septic shock in humans: correlation with disease severity. J Infect Dis 172: 296-301

Gerard C and Gerard NP (1994) Cba anaphylatoxin and its seven transmembranesegment receptor. Annu Rev
Immunol2: 775-808

Gomes MTR, Mello VJ, Rodrigues KC, Bemquerer MP, Lopes MTP, Faca VM, Salas CE (2005) Isolation of two
plant proteinases in latex from Carica candamarcensis acting as mitogenic for mammalian cells. Planta Med 71:
244-248

Gomes FSL, Spinola CV, Ribeiro HA, Lopes MTP, Cassali GD, Salas CE (2010) Wound healing activity of a
proteolytic fraction from Carica candamarcensis on experimentally induced burns. Burns 36: 277- 283

Koneman EW, Allen SD, Janda WM, Schreckenberger PC, Winn WC (2008). Diagnostico microbioldgico: texto
e atlas colorido. MEDSI, Rio de Janeiro

Lauterbach R, Pawlik D, Kowalczyk D, Ksycinski W, Helwich E, Zembala M (1994) Effect of the
immunomodulating agent, pentoxifylline, in the treatment of sepsis in prematurely delivered infants: a placebo-
controlled, double-blind trial. Crit Care Med 27(4): 807-814

Leon J (2000) Botanica de Los Cultivos Tropicales. IICA, San Jose

Lima-Filho JVM, Patriota JM, Silva AFB, Pontes-Filho NT, Oliveira RSB, Alencar NMN, Ramos MV (2010)
Proteins from Latex of Calotropis procera prevent septic shock due to lethal infection by Salmonella entérica
serovar Typhimurium. J Ethnopharmacol 129(3): 327-334

72



Li P, Ye X, Allen H, Banerjee S, Franklin S, Herzog L, Johnston C, Mcdowell J, Paskind M, Rodman L, Salfeld
J, Towne E, Tracey D, Wardwell S, Wei FY, Woung W, Kamen R, Sesha DRI (1995) Mice deficient in Il- 2beta-
converting enzyme are deficient in production of mature IL-1beta and resistant to endotoxic shock. Cell 80: 401-
411

Lorenzi H (2000) Plantas Daninhas do Brasil — terrestres, aquaticas, parasitas e toxicas. 3% Ed. Instituto
Plantarum, S&o Paulo

Madic J, Hajsig D, Sostari¢ B, Curi¢ S, Seol B, Nagli¢ T, Cvetni¢ Z (1997) An outbreak of abortion in mares
associated with Salmonella abortusequi infection. Equine Vet J 29: 230-233

Megid J, Assis MZ, Brito CJ, Lara VM (2001) Salmonelose em cées de experimentacdo. Braz J Vet Res Anim
Sci 38: 44-45

Mello VJ, Gomes MTR, Lemos FO (2008) The gastric ulcer protective and healing role of cysteine proteinases
from Carica candamarcensis. Phytomedicine 15(4): 237-244

Oliveira RSB, Figueiredo IST, Freitas LBN, Pinheiro RSP, Brito GAC, Alencar NMN, Ramos MV, Ralph MT,
Lima-Filho JV (2012) Inflammation induced by phytomodulatory proteins from the latex of Calotropis procera
(Asclepiadaceae) protects against Salmonella infection in a murine model of typhoid fever. Inflamm Res 61( 7):
689-698

Ramos M V, Viana CA, Silva AFB, Freitas CDT, Figueiredo IST, Oliveira RSB, Alencar NMN, Lima-Filho
JVM, Kumar VL (2012) Proteins derived from latex of C. procera maintain coagulation homeostasis in septic
mice and exhibit thrombin- and plasmin-like activities. Naunyn-Schmiedeberg's Arch Pharmacol 385:455-463

Samuelsen O, Haukland HH, Ulvatne H, Vorland LH (2004) Anti-complement effects of lactoferrin-derived
peptides. FEMS Immunol Med Microbiol 41(2) 141-148

Silva CA, Mello VJ, Lopes MTP, Val CG, Gomes MTR, Ferreira RS, Rodrigues KCL, Salas CE (2003) A
mitogenic protein fraction in latex from Carica candamarcensis. Planta Med 69: 926-932

Souza GEP, Ferreira SH (1985) Blockade by anti-macrophages serum of the migration of PMN neutrophilis into
the inflamed peritoneal cavity. Agente and Actions 17: 97-103

Teixeira RD, Ribeiro HA, Gomes MT, Lopes MT, Salas CE (2008) The proteolytic activities in latex from
Carica candamarcensis. Plant Physiol Biochem 46: 956-961

Van der Poll T, Sauerwein HP (1993) Tumor necrosis factor-alpha: its role in the metabolic response to sepsis.
Clin Sci 84(3): 247-256

Villalba MIC (2010) Avaliacdo de pardmetros toxicoldgicos da fracdo P1G10, obtida do latex de Carica
candamarcensis. Dissertation, Universidade Federal de Minas Gerais

Walport MJ (2001a) Complement. First of two parts. N Engl J Med 344: 1058-1066

Walport MJ (2001b) Complement. Second of two parts. N Engl J Med 344: 1140-1144

73


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haukland%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15145458
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ulvatne%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15145458
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vorland%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15145458

Walraevens V, Vandermeers-Piret MC, Vandermeers A, Gourlet P and P. Robberecht (1999) Isolation and
primary structure of the CCI papain-like cysteine proteinases from the latex of Carica candamarcensis hook.
Biochem Bioph Res Commun 380(4): 485-488

Zhang S, Kingsley RA, Santos RL, Andrews-Polymenis H, Raffatellu M, Figueiredo J, Nunes J, Tsolis RM,
Adams LG, Baumler AJ (2003) Molecular Pathogenesis of Salmonella enteric Serotype Typhimurium — induce
Diarrhea. Infect Immun 71: 1-12

74


http://iai.asm.org/content/71/1/1.full?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&fulltext=cfu&searchid=1&FIRSTINDEX=540&resourcetype=HWFIG#aff-2

Figure Legends

Fig.1 Survival of animals pretreated with P1G10 and infected with Salmonella Typhimurium. Experimental
groups were treated with 1 mg/kg (black square), 5 mg/kg (black triangle) or 10 mg/kg (black circle) of PIG10
intraperitoneally. The control groups received PBS (white circles). (a) The survival of the animals was observed
for seven days after Salmonella infection; (b) Total leukocyte cell counts in the peritoneal fluid of animals
pretreated with P1G10 and infected with Salmonella Typhimurium. Results are expressed as mean + SEM and
data comparison was by analysis of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni test. The confidence interval

was determined with p < 0.05. * Significant difference between P1G10 and PBS groups.

Fig. 2 Histologic pattern of the liver and spleen of mice pretreated with P1G10 72 hours after infection by
Salmonella Typhimurium. (a) Liver of mice in the PBS group, showing severe vacuolation, necrosis of
individual hepatocytes with diffuse distribution (thin arrow) and thrombosis (star); (b) Liver of mice in the
experimental group (P1G10, 10 mg/Kg), demonstrating hepatic necrosis (thin arrow) and accumulation of
mononuclear cells (large arrow); (c) Spleens of mice in the control group, showing lymphoid depletion (thin
arrow) and the presence of giant cells (large arrow); (d) Spleens of mice in the experimental group with

preserved appearance of the white pulp and red pulp.

Fig. 3 Total leukocyte cell counts in the peritoneal fluid of Swiss mice pretreated with P1G10 in carrageenan-
induced peritonitis model. The mice were treated with 1, 5, 10 mg/kg of P1G10, intravenously or
intraperitoneally, and 30 min later received 500 pg of carrageenin through i.p. route. The control groups received
PBS. The migration of leukocytes into the peritoneal cavity of all animal groups was evaluated 6 hours after
administration of the flogistic agent. Results are expressed as mean + SEM and data comparison was by analysis
of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni test. The confidence interval was determined with p < 0.05.

* Significant difference between P1G10 and PBS groups.

Fig. 4 In vitro anti-complement activity of P1G10. Human serum (a) or sheep serum (b) were pretreated with
P1G10 at concentrations of 1 mg/ml (black triangle), 5 mg/ml (black square), 10 mg/ml (black circle) or 10
mg/ml of heat-denaturized P1G10 (100 °C/30min) (empty triangle), and then exposed to a culture of Escherichia
coli. The control groups were formed by active serum (empty square) or heat-inactivated serum (white circle)

devoid of P1G10. The number of colony forming units was quantified at predetermined times.

Fig. 5 Nitric oxide release and comparative real-time PCR results expressed in fold increase, for TNF-o and IL1-
B in liver cells of mice pretreated with P1G10 and infected with Salmonella Typhimurium. Experimental groups
were treated with 10 mg/kg of P1G10 whereas control groups received PBS 24 h before challenge with
Salmonella Typhimurium (10" CFU/ml). (a) The gene expression of TNF-a and IL1-B relative to control mice is
shown. (b) Results of nitric oxide production were expressed as mean + SEM and data comparison was by
analysis of variance (ANOVA) followed by the Bonferron
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Fig. 4
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