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RESUMO

Calotropis procera, planta medicinal conhecida popularmente em Pernambuco como
algoddo-de-seda. E uma planta laticifera que pertence a familia Apocynaceae, sendo
encontrada com facilidade no nordeste brasileiro. Dados da literatura corrente
mostram que proteinas obtidas de seu latex possuem agéo anti-inflamatoéria. Diante
disso, neste trabalho, uma fracdo proteica obtida por cromatografia de troca ibnica,
chamada LPepi, rica em proteases cisteinicas, foi avaliada quanto a sua atividade
imunomodulatéria em culturas de macréfagos peritoneais infectadas por Salmonella
enterica Sor. Typhimurium. Os macrofagos foram obtidos a partir da lavagem
peritoneal de camundongos Swiss com meio de cultura RPMI contendo antibiéticos
penicilina e estreptomicina. As células do fluido obtido foram ajustadas a 1 x 10° cél/
mL e incubadas em estufa a 37°C e CO2 5%, em placas de cultura de células, e os
macréfagos aderentes utilizados nos ensaios. Os ensaios de quantificacdo
bacteriana se deram de forma preventiva, onde os macréfagos foram tratados com
LPei (1 pg/mL ou 10 pg/mL) ou LPpi+iaa (10 pg/mL) (inativada com iodoacetamida)
seguido de infeccdo com S. Typhimurium (1 x 108 UFC/mL), e de forma curativa,
onde primeiro se deu infeccdo dos macréfagos por S. Typhimurium (1 x 108 UFC/mL)
seguido de tratamento com LPpi (1 pg/mL ou 10 pg/mL) ou LPpi+iaa (10 pg/mL). O
ensaio de viabilidade celular foi realizado de forma curativa com macréfagos
infectados com S. Typhimurium (1 x 108 UFC/mL). Para ensaios de expresséo génica
de citocinas IL1- B, TNF, IL-6, INOS e TLR-4, os macr6fagos receberam apenas
tratamento com LPpi (1 pg/mL ou 10 pg/mL) ou LP+iaa (10 pg/mL), ou houve estimulo
de LPS bacteriano, seguidos de tratamentos de forma curativa ou preventiva com
LPePu (1 pg/mL ou 10 pg/mL) ou LP+aa (10 pg/mL). Os resultados mostram que
macrofagos infectados com uma cepa de S. Typhimurium C5 e tratados com LPpide
forma preventiva ou curativa, reduziram o nimero de bactérias vidveis no ambiente
intracelular. Neste caso, macrofagos tratados de forma preventiva com LPpi 10
pg/mL, demonstraram diminuigdo significativa (p<0,05) na quantidade de bactérias
intracelulares quando comparados ao controle, macréfagos sem tratamento com
LPpi. Na forma curativa, observou-se diminuicdo significativa de S. Typhimurium
intracelular em macrofagos tratados com LPpilpg/mL, quando comparados ao
controle, células sem tratamento com LPpi. Por outro lado, os grupos tratados com

LPri+iaa tiveram um maior numero de bactérias intracelulares, sugerindo a acdo das



proteases cisteinicas no efeito antimicrobiano observado. O tratamento curativo com
LPei também aumentou a viabilidade dos macréfagos infectados em relacdo aos
grupos controles sem tratamento. Deste modo, grupos tratados com LPpilpg/mL
obtiveram viabilidade 14,74% maior que o grupo controle sem tratamento, enquanto
gue macrofagos tratados com LPpilOpg/mL obtiveram 24,11%. Grupos de
macrofagos estimulados com LPS e, a seguir, tratados com LPepu, tiveram reducéo
na expressao génica das citocinas inflamatérias TNF, IL1-$ e IL-6, além de receptor
do tipo Toll-4. Tomados esses resultados em conjunto, observamos que LPpi obtida
do latex de C. procera apresenta biomoléculas com atividade imunomodulatéria

benéfica ao controle de infec¢des por S. Typhimurium.

Palavras-Chave: Plantas laticiferas, LPpii, Salmonella Typhimurium



ABSTRACT

Calotropis procera, is a medicinal plant known in Pernambuco as “silk-cotton”. Is
laticifer plant belonging to the family Apocynaceae broadly found in the Brazilian
Northeast. Current literature data show that proteins obtained from its latex harbour
anti-inflammatory action. In the present study, a protein fraction obtained by ion-
exchange chromatography named LPpi, which is rich in cysteine proteases, had its
immunmodulatory activity evaluated in cultures of peritoneal macrophages infected
by Salmonella enterica Sor. Typhimurium. Macrophages were obtained from the
peritoneal cavity of Swiss mice using RPMI culture medium containing antibiotics.
The cells obtained were adjusted to 1 x 108 cell/mL and incubated at 37° C and 5%
CO2, in cell culture plates, and the adherent macrophages used in the assays. The
bacterial quantification assays were performed in a preventive manner, where the
macrophages were treated with LPpi (1 pg/ mL or 10 pg/ mL) or LPpi+iaa (10 pug / mL)
(inactivated with iodoacetamide) followed by infection with S. Typhimurium (1 x 108
CFU / mL), and in a curative manner, where macrophages were first infected with S.
typhimurium (1 x 108 CFU / mL) followed by treatment with LPpi (1 pg/ mL or 10 ug/
mL) or LPpi+iaa (10 pg/ ml). The cell viability assay was performed curatively with
macrophages infected with S. Typhimurium (1 x 108 CFU / ml). For IL1B3, TNF, IL-6,
INOS and TLR-4 cytokine gene expression assays, macrophages were only treated
with LPpi (1 pg/ mL or 10 ug/ mL) or LP+aa (10 ug / mL), or bacterial LPS stimulation,
followed by curative or preventative treatments with LPpi (1 pg/ mL or 10 ug/ mL) or
LP+aa (10 pg/ mL). The results show that macrophages infected with a S.
Typhimurium C5 and treated with LPpii in a preventative or curative manner, reduced
the number of viable bacteria in the intracellular environment. In this case,
macrophages treated preventively with LPpyi 10 pg/ mL, showed a significant
decrease (p <0.05) in the amount of intracellular bacteria when compared to the
control, macrophages without LPpi treatment. In the curative form, significant
decrease of intracellular S. Typhimurium was observed in LPpi1ug/ mL-treated
macrophages compared to control cells, without LPpi treatment. On the other hand,
the groups treated with LPri+iaa had a greater number of intracellular bacteria,
suggesting the action of cysteine proteases on the observed antimicrobial effect.
Curative treatment with LPpi also increased the viability of infected macrophages

relative to the untreated control groups. Thus, groups treated with LPpi1ug/ mL



obtained viability 14.74% greater than the control group without treatment, whereas
macrophages treated with LPpi10ug/ mL obtained 24.11%. Groups of macrophages
stimulated with LPS and then treated with LPepi had a reduction in the gene
expression of the inflammatory cytokines TNF, IL1-8 and IL-6, in addition to Toll-like
receptor 4. Taken together, we found that LPpi obtained from latex of C. procera
presents biomolecules with immunomodulatory activity beneficial to the control of S.

Typhimurium infections.

Key words: Laticifers plants, LPpi, Salmonella Typhimurium
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas para fins medicinais € uma pratica muito antiga. Sao
caracterizadas pela presenca de moléculas bioativas com propriedades
terapéuticas, Uteis aos seres humanos e animais como forma de tratamento de
doencas (HOSTETTMANN e TERREAUX, 2000). A investigacdo de compostos
biologicamente ativos baseadas no conhecimento popular, passou a ser uma
alternativa viavel para o desenvolvimento de novas drogas pela ciéncia e industria
farmacéutica (PEI, 2001). Em grande parte do mundo, de 70 a 95% da populagéo
confia em medicamentos a base de plantas (WHO, 2011).

Plantas laticiferas s@o caracterizadas pela presenca de laticiferos, estruturas
responsaveis pela producéo de latex (KONNO, 2011). Muitas plantas laticiferas
apresentam atividades farmacoldgicas, dentre elas a Calotropis procera
(MEGERESSA et al.,, 2015). A planta Calotropis procera, encontrada em
abundéancia no nordeste brasileiro é utilizada amplamente na medicina popular
(CHUNDATTU et al, 2016). Muito sabe-se sobre as potencialidades
farmacoldgicas do latex de C. procera, ultrapassando o cunho popular, e sendo
reportada em publicacgdes cientificas devido a presenca de proteinas bioativas, com
propriedades bioquimicas de interesse biotecnologico e econémico, dentre elas
proteases cisteinicas (DUBEY e JAGANNADHAM, 2002).

Ha evidéncias que as proteinas presentes no latex de C. procera estejam
envolvidas na sua atividade farmacolégica. Ao ser submetido a centrifugacao,
pode-se observar que o latex € composto de uma fragcdo de com proteinas de alto
peso molecular e ndo dialisavel (LP), e outra fracdo néo dialisavel e de baixo peso
molecular (DF). A fragdo LP, quando exposta ao método de cromatografia de troca
ibnica, pode apresentar trés subfracdes distintas denominadas LPpi, LPpPil € LPPIll
(ALENCAR et al., 2006. RAMOS et al., 2009), com atividades anti-inflamatoria e
antimicrobianas (RAMOS et al., 2007, MOHAMED et al. 2014).

Salmonella enterica Sor. Typhimurium € uma bactéria gram-negativa
causadaora da salmonelose, doenga transmitida principalmente pelo consumo
de alimentos e 4gua contamida, representa um importante risco a saude de
humanos e animais (DOUGAN et al.,, 2011). Estima-se que, mundialmente,

ocorram 93,8 milhdes casos de gastroenterite por salmonelas ndo-tiféides, com
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155.000 mortes anuais (MAJOWICZ et al.,, 2010). Nos Estados Unidos, a
Salmonella spp. esteve relacionada a 35% dos casos de doencas transmitidas
por alimentos (DTA), gerando morte em 28% dos casos (SCALLAN, 2011). No
Brasil, Salmonella spp. representou 14,4% dos casos de DTA, caracterizado
como principal agente etiol6gico responsavel por estes surtos entre os anos de
2000 e 2015 (SINAN/SVS/MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Algumas cepas séao resistentes a antibioticos, o que gera dificuldade no
tratamento da doenca. Quando néo tratada adequadamente, a Salmonella pode
invadir a corrente sanguinea e gerar complicagdes como a sepse.
Microrganismos antibiotico-resistentes e a necessidade de tratamentos
alternativos contra patégenos emergentes provocam grande preocupacgao para
a comunidade global. Considerando que a capacidade de tratar doencas
infecciosas € dependente do desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos,
as plantas medicinais representam fonte potencial de moléculas bioativas que
poderiam ser utilizadas individualmente ou, em conjunto com antibiéticos, como

adjuvantes terapéuticos.

Nesse contexto, a subfracdo proteica (LPri) extraida do latex da planta

medicinal C. procera, rica em proteases cisteinicas, foi utilizada no tratamento

preventivo e curativo de infecgbes ex vivo em culturas de macréfagos peritoneais

causadas por S. Typhimurium, a fim de avaliar as respostas imunolbgicas e

possiveis beneficios, bem como seu potencial biotecnoldgico .
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas laticiferas

Aproximadamente 10% de todas as espécies de angiospermas sao
consideradas laticiferas, liberando latex apds dano tecidual (METCALF, 1967,
FARRELL et al., 1991). Entre as plantas com flores, mais de 20.000 espécies,
representadas por 40 familias sdo laticiferas, sendo encontradas tanto em plantas
dicotiledbneas como em monocotiledéneas (METCALF, 1967, FARRELL et al., 1991,
LEWINSOHN, 1991, HUNTER, 1994). Em termos geograficos, 14% das espécies de
plantas tropicais sdo consideradas laticiferas em comparacéo a 6% das espécies
temperadas (LEWINSOHN, 1991).

A producéo de latex é encontrada numa grande diversidade de plantas, das
guais muitas vezes ndo ha evidéncia de estreita relagcdo taxonémica, tais como
ervas, suculentas, arvores, plantas aquaticas, arbustos e lianas, estendendo-se nos
mais variados habitats (METCALF, 1967).

Plantas laticiferas sdo caracterizadas pela presenca de laticiferos, estruturas
de canais especializadas na producéo, secre¢do ou acumulo de fluido denominado
de latex, distribuidos nas raizes, hastes, peciolos e folhas (KONNO, 2011). Em
termos estruturais, os laticiferos agrupam-se em duas categorias: laticiferos néo
articulados e articulados. Os laticiferos ndo articulados sdo formados a partir de
células Unicas que crescem em espacos indeterminados, capazes de crescimento
potencialmente ilimitado. Os articulados sdo formados por células em fileiras,
conectadas através de perfuragcbes nas suas paredes celulares, produzindo
estruturas semelhantes a rede extensa de células multiconectadas (CUTLER et al.,
2011).

E definido como latex, o liquido de aspecto leitoso devido & suspensdo de
pequenas particulas, que é exsudato de plantas quando sofrem algum dano
mecanico; muito embora também possa ser colorido, encontrado na cor
avermelhada ou amarelo (Figura 1 e 2) (AGRAWAL e KONNO, 2009). O latex nao
tem nenhum papel conhecido no metabolismo primério (aquisicdo e atribuicdo de
recursos) das plantas (HAGEL et al., 2008).
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Figura 1: Latex de Hevea

brasilienses. i .

Fonte: https://pt.123rf.com/ Figura 2: Latex de Chelidonium
T N - majus.

Fonte: http://www.wikiwand.com
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O latex possui composicdo quimica variada, dependendo da espécie em que
ocorre; dentre eles borracha, terpeno, alcaldides, cardenolideos e fendis. Quanto a
sua composicdo protéica e enzimatica, podem ser constituidos de oxidases,
considerados como proteinas de defesa anti-herbivoros de plantas; quitinases,
enzimas que degradam a quitina, importantes componente do intestino dos insetos;
lectinas, proteinas que tém frequentemente atividades tdéxicas contra animais
incluindo insetos e proteases, que sao enzimas que clivam proteinas, e sao
encontradas em todos os organismos vivos (APPEZZATO-DA-GLORIA e
CARMELO-GUERREIRO, 2006, AGRAWAL e KONNO 2009; KONNO, 2011).

Nos ultimos 20 anos, houve um aumento no numero de estudos descritos na
literatura sobre os latices de plantas. De maneira geral, tais estudos mostram que a
producéo de latex é evidenciada como forma de defesa da planta contra patdégenos,
herbivoros e insetos (FARRELL et al., 1991). Grande parte das espécies laticiferas
contém uma diversidade de moléculas biologicamente ativas com efeitos toxicos e
antinutritivos que reduzem a herbivoria e infec¢gdo por microrganismos. Quando
exposto ao ar, os latices rapidamente coagulam, aumentando a viscosidade,
matando insetos predadores e atuando como selante de ferimentos provocados a
planta, caracteristicas que corroboram com o sucesso evolutivo destas plantas em
diversos ambientes (AGRAWAL et al., 2008, KONNO, 2011).

Além da relevancia ecoldgica, os latices de plantas apresentam importancia

econOmica em varios setores, como na produgdo de borracha por plantas da familia
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Euphorbiaceae, gomas de mascar derivadas de espécies da familia Sapotaceae,
além de serem fontes de alcaloides, tais como a morfina (AGRAWAL e KONNO
2009).

A diversidade de atividades biol6gicas associadas aos latices também tem
chamado a atencdo. Como exemplo, pode-se citar o latex de Aloe trichosantha, que
possui atividade antibacteriana contra bactérias gram-negativas e antifungica contra
Candida albicans (MEGERESSA et al., 2015); o latex de Euphorbia caducifolia usado
para curar infeccdes de pele, erupcdes cutaneas, leucoderma, além de ser utilizado
em cortes e feridas e possuir acdo antifungica contra Aspergillus niger e Candida
albicans (GOYAL et al.,, 2012); latex de Jatropha molissima causa inibicdo do
crescimento de Staphylococcus aureus; o latex de Jatropha gossypiifolia possui
efeito antimicrobiano em Salmonella Typhi (ROCHA e DANTAS, 2009).
Considerando os relatos de a¢Ges antimicrobianas e anti-inflamatorias, o latex de

Calotropis procera foi, neste estudo, investigado.

2.1.1 Proteases cisteinicas

Sabe-se que os latices sdo fontes ricas de enzimas, tais como as proteases.
Sao reconhecidos cinco tipos de proteases, nos quais 0S grupos serina, treonina,
cisteina, aspartico ou metaloprotease desempenham papéis na catélise enzimatica
(PRIOLO et al., 2000). Diversas proteases foram isoladas de plantas, tanto em suas
sementes, frutos e latex, sendo a maioria delas pertencentes a classe das proteases
cisteinicas (BOLLER, 1986). As proteases cisteinicas sdo encontradas em diversas
plantas laticiferas, como a Carica papaya (KONNO et al., 2004), Ficus virgata
(SGARBIERI et al., 1964), Calotropis gigantinea (ABRAHAM e JOSHI, 1979) e
Calotropis procera (DUBEY e JAGANNADHAM, 2002, RAWDKUEN et al., 2011).

As proteases de cisteina degradam a membrana do intestino médio de insetos,
basicamente constituidos de proteinas e quitina, sugerindo o papel protetor dessas
proteinas para as plantas (PECHAN et al., 2002). Vérias outras funcdes das
proteases sdo encontradas na literatura corrente, tal como a senescéncia e
germinacdo de sementes e resposta a estresse bidtico (MARTINEZ et al, 2012),
resisténcia a estresse abidtico (WAGNER et al.,, 2012) e reconhecimento de
patdgenos e indugdo de respostas de defesa por meio de producdo de peptideos

antimicrobianos (LIU et al., 2001).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942202006763#BIB45
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Além de funcéo na fisiologia e desenvolvimento de plantas, comercialmente
as proteases podem ser usadas em varios setores da industria. Na area alimenticia,
proteases cisteinicas sao usadas em processos que visam o amaciamento de carne
por meio de papaina, bromelaina do abacaxi e rizoma de gengibre; ja a bromelina é
utilizada na producéo de cerveja (HEINICKE e GORTNER, 1957, NAVEENA et al.,
2004 ). Algumas proteases cisteinicas também tem demonstrado potencial
farmacéutico no tratamento terapéutico de disturbios digestivos, Ulceras dérmicas
e gastricas de diferentes origens, modulacdo imunoldgica e doencas tumorais
(SALAS et al.,, 2008). Atividades anti-inflamatoérias sédo registradas no latex de

Calotropis procera, relacionada principalmente a presenca de proteases cisteinicas.

2.2. Calotropis procera

Calotropis procera, pertencente a familia Apocyceae, é uma planta laticifera
conhecida popularmente como algodado-de-seda (NETO et al., 2013). O nome
cientifico da espécie vegetal é derivado do grego (“kalos” = belo, “tropis” = barco) e
procera € a partir das palavras latinas "em favor de" e "cera", referindo-se a aparéncia
cerosa da planta (HASSAN et al., 2015)

Endémica da Africa e Asia, € comum no oriente médio e na América Latina. E
uma espécie resistente a seca e tolerante ao estresse salino, que se adapta com
facilidade a diversos tipos de solo, com preferéncia aos arenosos e de drenagem
livre. Em regides aridas e semiaridas, cresce em abundancia, com preferéncia para
solos sem fertilizantes quimicos, pesticidas ou outras praticas agronémicas
(SHARMA et al., 2012).

E uma planta abundante, arbustiva, ereta, altamente ramificada e grande,
podendo a chegar a altura de 4 a 5 metros (Figura 3). Cresce muitas vezes como
planta invasora, ocupando &reas abandonadas ou degradadas fisica e/ou
guimicamente. Apresentam flores mescladas na cor roxa e branca, contendo 5
pétalas em forma de triangulo e frutos redondos e esverdeados, com semente
ovoide, medindo por volta de 15 cm de comprimento, revestidos de cera e folhas
simples, grossas, ndo suculentas com presenca de latex (Figura 4) (QUAZI et al.,
2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308510000143?np=y&npKey=469fbd046e66040d17f7b51ce93c530a6125fd8ae9b623cede80e8397842ff83#bib27
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308510000143?np=y&npKey=469fbd046e66040d17f7b51ce93c530a6125fd8ae9b623cede80e8397842ff83#bib27
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Figura 3: Planta, flor e fruto de Calotropis procera. Fonte:
http://www.feedipedia.org.

C. procera é bem conhecida por sua grande capacidade de produzir latex, que
€ exsudato de partes verdes danificadas. O latex contém uma poderosa enzima
proteolitica, sugerida como defesa vegetal contra insetos, herivoros e
microrganismos. Segundo Perwez e Mohammad (2009), € mais potente que a
papaina e bromelina, podendo coagular leite, digerir carne, gelatina e caseina. No
latex de C. procera também foram identificadas moléculas como cardendides ativos,
alcalbides, carboidratos, esteroides, terpenos e carbonatos organicos (SEIBER et
al., 1982, GALLEGOS-OLEA et al., 2002).

Esta planta foi usada primeiramente com fim medicinal por Ved Sushruta, a
cerca de 800-900 a.c. (CHUNDATTU, et al.,, 2016). Tradicionalmente vista na
medicina popular, C. procera € alvo estudos que buscam esclarecer as suas
propriedades e utilidades para o melhoramento da qualidade de vida humana e
animal. Relatorios cientificos dos ultimos dez anos, mencionaram varias atividades
farmacolégicas relacionadas a C. procera tais como: protecdo contra
hepatotoxicidade (PADHY et al., 2007, SETTY et al., 2007), resisténcia a
fitopatégenos e insetos (FREITAS et al.,, 2007), atividades anti-inflamatérias e
analgésicas (RAMOS et al., 2007), citotoxicidade in vitro contra diferentes linhas
celulares de cancer humano (OLIVEIRA et al., 2007), atividade anti-hiperglicémico


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535211000955
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(NETO et al, 2013), antimicrobiana (NENAAH, 2013; ALI et al., 2014; MOHAMED et
al., 2014; NASCIMENTO et al., 2015), propriedades anti-helminticas (CAVALCANTE
et al., 2016; AGRAWAL et al., 2016), antioxidante e antiapoptético (SAYED et al.,
2016), atividade antidiabética (KAZEEM et al., 2016), efeito hipocolesterolémico
(PATIL et al., 2016)

O fluido laticifero de C. procera € rico em proteinas e ha evidéncias de que
estejam envolvidas com suas propriedades farmacolégicas. O latex de C. procera €
composto de uma fracdo com proteinas de alto peso molecular e ndo dialisaveis (LP)
e de uma fracdo rica em peptideos e dialisavel (DF) (ARYA e KUMAR, 2005,
ALENCAR et al., 2006). A fracdo de proteina nao dialisavel (LP), pode apresentar
trés subfracdes proteicas distintas, denominadas de LPpi, LPpi E LPpii, separadas
por cromatografia de troca ibnica (RAMOS et al., 2009). O latex de C. procera foi
investigado, in vitro e in vivo, a fim de avaliar seus possiveis efeitos toxicos, que
esteve concentrada na borracha, sendo as fragdes proteicas livres de efeitos nocivos
a animais (RAMOS et al., 2006).

Acbes anti-inflamatorias tém sido reportadas para proteinas presentes em LP
de C. procera. Alencar et al. (2004), demonstraram que proteinas do latex foram
capazes de melhorar edema da pata de camundongo, induzido por carragenina,
demonstrando seu poder anti-inflamatério. Ramos et al. (2009) avaliaram o efeito de
LP sobre as fungdes neutrofilicas e a nocicepcdo em modelos com camundongos,
onde os dados revelaram que LP possui propriedades anti-inflamatérias e anti-
nociceptivas. Em modelo murino, LP protegeu animais tratados de sucumbirem ao
choque séptico devido a infeccdo letal por S. Typhimurium, além de inibir a
expressdo de IL-1 e diminuir a expressao de IL-12 em macréfagos cultivados e
estimulados por LPS (LIMA-FILHO et al.,, 2010). Segundo Oliveira et al. (2012),
camundongos que receberam inéculo de LPp; antes da infec¢éo por S. Typhimurium,
tiveram taxa de sobrevivéncia que alcancou 100%, em relacdo ao tratado com
tampado PBS, acompanhada de alta depuragdo bacteriana da corrente sanguinea.
Ainda a quantificacdo de bactérias intracelulares em macréfagos tratados com a
fracdo LPpi e infectados com Listeria monocytogenes, reduziu em 100 vezes as
unidades formadoras de colbnias bacterianas em relagéo aos grupos controle, além
de aumentar as taxas de sobrevivéncia de animais infectados em 80%
(NASCIMENTO et al., 2016). Em camundongos infectados com Salmonella, LPpii e


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651316300537
http://ijpr.sbmu.ac.ir/?_action=article&au=20039&_au=Mutiu+Idowu+Kazeem
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116300020
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874109004723#bib6
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874109004723#bib4
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LPPii mostraram possuir atividades semelhantes a plasmina e trombina, sendo
responsaveis por manter a homeostase de coagulacdo (RAMOS et al., 2012).
Tendo em vista as potencialidades anti-inflamatorias do latex de C. procera,
pesquisas referentes a caracterizacdo de moléculas envolvidas nestes efeitos se
fazem fundamentais na busca de principios ativos que possam suplementar
tratamentos convencionais de infecgcdes graves em seres humanos e animais.
Particularmente, dados referentes a fracao proteica LPri, foco deste trabalho, ainda

sdo incipientes.

2.3. Salmonella Typhimurium

As bactérias do género Salmonella, séo bacilos gram-negativos, intracelulares
facultativos, geralmente mdveis por flagelos peritriquios, pertencentes a familia
Enterobacteriacea (SILVA, 2007).

Acredita-se que este género divergiu de Escherichia coli had cerca de 100-
150.000.000 anos atras. E geneticamente diversificado e adaptou para colonizar
muitos nichos e diferentes hospedeiros. Sado encontradas como comensais ou
patdgenos no intestino de animais tais como mamiferos, répteis, anfibios, aves e até
mesmo insetos (DOUGAN et al., 2011).

O género Salmonella é composto por duas espécies: S. enterica e S. bongori
gue causam enfermidades em seres humanos e animais. Possui cerca de 2.541
sorotipos conhecidos e divididos de acordo com fatores antigénicos, distribuidas nos
mais diversos ambientes (DOUGAN et al., 2011, ZHANG et al., 2015).

Dentre as duas espécies de Salmonella, S. enterica possui maior importancia
para o homem e animais de sangue quente, exibindo consideravel heterogeneidade
antigénica e significativas diferencas no potencial de viruléncia. Dentro desta espécie
est&o contidos cerca de 99,5% dos sorotipos comumente isolados. E subdividida em
seis subespécies, diferenciadas por caracteristicas bioquimicas, antigénicas e
filogenéticas. A subspécie | de S. enterica engloba a maioria dos sorotipos patégenos
ao homem, os quais séo diferenciados entre si com a escrita nao italica, por exemplo:
S. enterica subsp. enterica Sor. Typhimurium ou apenas S. Typhimurium (DOUGAN
et al., 2011).
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S. enterica € a causa globalmente importante de doengas transmitidas por
alimentos e agua, com manifestacées que variam de gastroenterite, bacteremia e
infeccéo sistémica (MULLER et al., 2009). Estima-se que 93,8 milhdes de casos de
gastroenterites sdo registrados anualmente relacionadas as espécies de Salmonella,
ocasionando 155.000 mortes (MAJOWICZ et al., 2010).

S. Typhimurium causa infeccbes em animais domésticos, podendo ser
transmitida aos seres humanos e representam uma séria preocupagdo para a
industria alimentar (MASTROENI e SHEPPARD, 2004). Ingestdo de alimentos de
origem animal e seus derivados sdo as mais importantes vias de transmissao. S.
Typhimurium foi detectado em carne de aves, ovos, salsicha, leite ndo pasteurizado,
linguica, carne suina, frutas e verduras (TAITT et al., 2004, MURMANN et al., 2007,
KOTTWITZ et al., 2010). Alimentos que possuem um alto teor de umidade, proteina
e carboidratos, séo favoraveis para a transmissao da doenca (SHINOHARA et al.,
2008).

Os surtos de salmonelose foram relatados pela primeira vez por Gaffky, em
1880, quando os casos de toxinfec¢des alimentares aumentaram consideravelmente
(RODRIGUE et al., 1990). Representam um grande problema de saude publica
mundial, com significativa importancia econémica, além da alta endemicidade, alta
morbidade e dificil controle. (HOFER et al., 1997).

Levando em consideracao que a alimentacao de derivados animais € a principal
via de transmissao da Salmonella spp., a presenca desta bactérias em animais
criados com objetivos comerciais, € um fator demasiadamente preocupante, ainda
porque animais contaminados por Salmonella podem n&o apresentar sintomas,
tornando-se fonte potencial de transmissdo da doenca para seres humanos (JAY,
2005, SHINOHARA et al, 2008). Salmonella é um sério problema alimentar tanto em
paises desenvolvidos como em desenvolvimento. No Brasil, no periodo entre 2000
e 2012, foram registrados 8.848 surtos de DTA (Doencas Transmitidas por
Alimentos), e o principal agente etiolégico associado foi a Salmonella spp., tendo
participagdo em 39,39% dos casos (SVS, 2013) Nos Estados Unidos,
aproximadamente 30% dos casos notificados de intoxicacdo alimentar estéo
relacionados a Salmonella (OLSEN, 2000).

Os sintomas clinicos sao variados e dependem da resposta individual de cada
hospedeiro, inclusive quando infectados pelo mesmo isolado. Os principais fatores

gue derivam dessas interagcbes patdgeno-hospedeiro estdo relacionados ao: (a)
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sorotipo envolvido com a infeccado; (b) espécie de hospedeiro; (c) dose infectante;
(d) competéncia imunolégica. Serovares NTS (Salmonella nao tifoide) normalmente
causam gastrenterite, diarreia auto-limitante, com bacteremia secundéaria
principalmente em individuos imunocomprometidos (DOUGAN, 2011). A maioria das
mortes acontece em regiées onde 0 acesso a agua potavel e cuidados de saude séo
limitados (MAJOWICZ et al., 2010).

2.4. Salmonella Typhimurium como modelo de infeccao experimental

O inicio da infecg&o por S. Typhimurium ocorre devido a ingestédo de alimentos
contaminados. Apds a ingestdo de dose infectante suficiente, uma proporcao do
in6culo sobrevive a pH baixo, ambiente do estbmago, para entrar no intestino
delgado, onde a infeccdo pode ser estabelecida. Fatores que aumentam o pH do
estdbmago tendem a reduzir a dose infectante, no entanto respostas adaptativas de
Salmonella a estes ambientes de pH diferenciado podem ajudar na sua
sobrevivéncia (MULLER et al., 2009). Além do pH, as bactérias também devem
resistir a barreira ciliar, muco espesso, ambiente &cido, peristaltismo, peptideos
antimicrobianos e microbiota endogena intestinal. Acredita-se que duas vias séo
utilizadas por S. Typhimurium para sua disseminacdo. A primeira é por meio do
sistema linfatico associado a mucosa (placas de Peyer), na segunda os macréfagos
servem como veiculos para estes microrganismos, uma vez que bactérias podem
sobreviver no ambiente intracelular, sendo a seguir transportadas diretamente para
a corrente sanguinea sem passar pelas placas de Peyer (WORLEY et al., 2006). Na
corrente sanguinea podem ser absorvidas pelos nodulos linfaticos, atingindo o
sistema reticuloendotelial (RES), onde provoca infeccéo intracelular disseminada em
macrofagos ndo ativados do baco e figado (RICHTER-DAHLFORS et al., 1997),
podendo induzir apoptose e atingir outros 6rgaos.

A protecdo do organismo contra salmonelose envolve a participagdo de
macrofagos, que sdo ativados em resposta a componentes microbianos e da
sinalizacdo de receptores do tipo Toll-like (TLR). Estas células produzem grandes
guantidades de citocinas pro-inflamatorias, como IL-13, IL-6 e TNF e 6xido nitrico.
Macrofagos e células dendriticas orquestram as imunidades inatas e adquiridas com

fagocitose, secrecao de citocinas e apresentagéo de antigenos (VARELLA e FORTE,
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2001, KALUPAHANA et al., 2005, ABBAS, 2008, NG et al., 2011). Muito embora uma
série de mecanismos imunes sejam a favor de limitar a propagac¢éo da infeccéo por
Salmonella, a mesma ainda pode causar infec¢des sistémicas (WORLEY et al.,
2006).

2.5. Toll-Like Receptor

A defesa do organismo € dada pela resposta imune a partir da identificacéo de
diversos microrganismos, por meio da respostas inata e adaptativa. Assim,
microrganismos podem ser reconhecidos e fagocitados por macréfagos, que
processam e apresentam antigenos para linfécitos T. O reconhecimento de um
microrganismo até a sua apresentacado aos linfocitos é parte da resposta imune inata
e a sequéncia de eventos posteriores € classificada como a resposta imune
adaptativa (HOFFMANN et al., 2000).

Padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPSs), do inglés pathogen-
associated molecular patterns, sao estruturas conservadas dos agentes infecciosos,
nao encontradas nos seres humanos e animais, sendo reconhecidas por receptores
celulares de leucdcitos capazes de distinguir entre antigenos proprios e nao-préprios
(GORDON, 2002).

Diferentes classes de microrganismos possuem PAMPs especificos. Bactérias
gram-positivas tém sua parede celular constituida de peptideoglicano, bactérias
gram-negativas, também por lipopolissacarideos (LPS) e glicanos, glicolipidos e
proteinas nos fungos, onde todas as substancias encontradas sdo necessarias para
o desenvolvimento do reconhecimento destes, ativando uma cascata de eventos
intracelulares para sintese de citocinas e iniciacdo da resposta inflamatéria e
desencadeamento da resposta imune (GAZZINELLI e DENKERS., 2006, ERWIG e
GOW, 2016). As PAMPs sao estruturas moleculares nao-variaveis expressas por
diferentes grupos de patégenos e de suma importancia para a viruléncia e/ou
sobrevivéncia do agente (FLOHE et al., 2006)

As PAMPs séo reconhecidas por receptores to tipo Toll-Like (TLR), proteinas
localizadas superficie das células de defesa do hospedeiro, responsaveis pela

geracao de sinais dentro das células que levam ao desencadeamento da resposta
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imune (ABBAS, 2008). Os TLRs sdo expressos principalmente em mondcitos,
macréfagos maduros, células dendritcas, mastocitos e células epiteliais do intestino.

Os TLRs pertencem a um grupo de proteinas transmembranicas do tipo I,
representada por uma porcéo citoplasmatica, semelhante ao receptor de IL-1 (IL-
1R), e uma porcéao extracelular rica em repeticdes de leucina. Até agora, treze TLRs
foram identificados e descritos em mamiferos, doze dos quais estdo expressos em
ratos e dez em seres humanos, nomeados como TLR1 a TLR13. Os TLRs 1, 2,4, 5
e 6 sao expressos na superficie celular, onde eles podem ligar padrées moleculares
associados a patégenos extracelulares. TLRs 3, 7, 8, 9 e 10 sdo considerados
intracelulares por serem expressos nas membranas endossdmica e serem capazes
de reconhecer &cidos nucléicos de micrébios que foram fagocitados pelas células
(ABBAS, 2008, MC GETTRICK e Le O'NEILL., 2010, ZHAO et al., 2014). Cada um
dos 13 Toll-like existentes desencadeiam cascatas de sinalizacdo intracelular
especificas ao fazerem o reconhecimento de patégenos (FERRAZ et al., 2011).

Estudos sobre os TLR, aumentam a compreensdo dos mecanismos utilizados
para a defesa do hospedeiro a partir do reconhecimento de PAMPs de
microrganismos, sendo este 0 ponto chave para o desenvolvimento da imunidade
contra antigenos especificos (ARANCIBIA et al., 2007; BOWIE, 2007; WILSON et
al., 2008).

2.5.1 Toll-Like Receptor 4

O lipopolissacarideo (LPS), um glicolipideo, € um dos principais componentes
da membrana celular das bactérias gram-negativas, tais como S. Typhimurium. E
conhecido como endotoxina, respondendo em parte pelo potencial de viruléncia e
patogénese desse grupo de organismos (GALLAY et al., 1993). O LPS pode ser
liberado da membrana bacteriana durante a multiplicacdo ou apos a fagocitose,
ativando as vias de sinalizacao intracelular das células de defesa (TUIN et al., 2006).
As propriedades pré-inflamatérias e imunoestimuladoras do LPS sédo devidas ao
componente lipidio A, que esta ancorado na membrana bacteriana, ligado a uma
cadeia de polissacarideo altamente variavel, o antigeno O. O lipidio A é a parte

evolutivamente mais conservada de LPS responsavel pela atividade pré-inflamatoria
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e inducao de citocinas sob condi¢des in vivo e in vitro (BONE et al., 1992; BURRELL,
1994, KAWASAKI et al., 2012, RAZA et al., 2014; TROTTA et al., 2014).

TLR-4 encontra-se na superficie principalmente de macrofagos e linfécitos e
sdo altamente sensiveis na deteccao de pequenas quantidades de LPS bacteriano.
Esse reconhecimento é culminado a partir da proteina carreadora LBP (Proteina de
ligacdo a lipopolissacariderio) (figura 5). O complexo LBP-LPS se liga com alta
afinidade a proteina chamada de CD14 (Grupamento de diferenciacdo 14), que pode
ser encontrada na forma sollvel na circulacdo ou ancorada a membrana celular.
Apoés a ligacdo, LBP é dissociada. O CD14 se associa diretamente ao dominio
extracelular do TLR-4. Em seguida uma proteina celular denominada MD2 (Proteina
Mielbide Diferenciada 2), se liga dando inicio ao complexo MD2-CD14-TLR4,
considerado a principal forma de reconhecimento de LPS e ativagdo da cascata de
sinalizagdo intracelular (HENESSY et al.,, 2010). A interacdo do LPS-TLR4 é
constituida por pelo menos duas vias de sinalizacdo. Na primeira, MyD88(Fator de
diferenciacdo mieldide 88) e Mal/TIRAP (Myd88 semelhante & adaptadora e proteina
adaptadora contendo dominio TIR) séo recrutados e levam a ativacao de NF-kB por
meio de IRAK, TRAF-6 e TAK1 (Receptor de interleucina-1 associado a cinase, fator
associado ao receptor de TNF e Fator de crescimento transformante beta de cinase
1). Na segunda via TRAM (Molécula adaptadora relacionada com a TRIF) e TRIF
levam a ativacao do fator de resposta de interferon-3 (IRF-3) por meio de TBK1,
iniciando a expresséao de genes inflamatorios, dentre elas citocinas pro-inflamatorias
(KAWAI et al., 2006; ABBAS, 2008, CARMODY e CHEN, 2007, LU et al., 2008).

A presenca de um equilibrio entre a ativacao e inativacdo dos TLRs, torna-se
necessaria para evitar uma resposta inflamatéria ou imunoldgica excessiva ou
deficiente. A regulacdo na ativacao dos receptores é feita por varias moléculas, que
mantém uma linha ténue entre a salde e a doenca (FERRAZ et al., 2011).

Toll Like estdo relacionados a varias doencgas, tais como cardiovasculares
(BOEKHOLDT et al., 2013), lupus eritematoso sistémico (URBONAVICIUTE et al.,
2011). A ativagdo desregulada do fator nuclear NF-kB contribui para o
desenvolvimento do cancer (KRIEG et al.,, 2007). TLR4 tem sido relatado por
desempenhar um papel durante doencgas neurodegenerativas, incluindo a doenca de
Alzheimer, esclerose lateral amiotrofica, esclerose multipla e doenca de Parkinson
(TROTTA et al., 2014).
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Figura 5: Cascata de sinalizagéo apés ativacédo de TLR-4 por LPS.
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Novos estudos referentes a interacdo TLR4-LPS abrem um leque para novas
possibilidades terapéuticas e tratamento de infec¢cdes bacterianas sistémicas. A
desregulacéo das respostas do hospedeiro relacionada a alta quantidade de LPS em
TLR4 de macroéfagos, corriqueiramente, pode levar a uma indugdo aumentada de
citocinas pro-inflamatoérias desencadeando um quadro inflamatério sistémico
(ABBAS, 2008; ANGUS et al., 2001; RAETZ e WHITFIELD, 2002). As principais
citocinas pro-inflamatérias expressas no hospedeiro incluem o fator de necrose
tumoral (TNF), a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6), por sua vez provindas
de células do sistema imune, como os macréfagos ativados (FRIEDMAN et al.,
1998).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Explorar o mecanismo de acdo imunologica associado as atividades
imunomodulatérias descritas para o constituinte protéico LPpi do latex de Calotropis
procera, em infeccdes experimentais ex vivo por Salmonella enterica Sor.

Typhimurium.

3.2 Objetivos Especificos

Estabelecer um modelo de infeccédo experimental por Salmonella Typhimurium (cepa

C5) em culturas de macrofagos peritoneais de camundongos Swiss;

Verificar a influéncia da subfracdo LPpi do latex de C. procera no controle de S.

Typhimurium intracelular em culturas de macréfagos peritoneais infectadas;

Analisar a viabilidade de macréfagos peritoneais infectados por S. Typhimurium e

tratados com LPepu:

Avaliar a influéncia de LPpi de C. procera na expressao génica de TLR4 e citocinas

TNF, IL1-B, IL-6 e enzima iINOs em culturas de macrofagos peritoneias;

Determinar a influéncia de LPS na expresséo de citocinas TNF, IL1-3, IL-6 e enzima
iNOs e TLR4 em culturas de macréfagos peritoneais tratados com a fracao proteica

LPride Calotropis procera;
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Microbiologia e
Imunologia - LAMIM da UFRPE, com excec¢ao das leituras em espectofotometro para
teste de viabilidade celular, que foram realizadas no Laboratdrio de Bacterioses da
UFRPE. Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram
realizados consoante aos procedimentos adotados internacionalmente e foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica e Uso Animal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco CEUA/UFRPE, com licenga n° 055/2016, conforme anexo I.

Figura 6 : Fluxograma metodoldgico

METODOLOGIA

Ensaio com macrdfagos infectados Ensaio com macréfagos ndo Ensaio com macréfagos estimulados
com S. Typhimurium infectados com LPS

> | .

Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
preventivo com curativo com com LPs1 preventivo curativo com
LPpil LPeil ] com LPeil LPpil
\. ./ Expressdo génica \, /
Quantificacdo bacteriana de IL-1B, TNF, IL-6 Expressdo génica de IL-1B,
intracelular e enzima iNOS TNF, IL-6 e enzima iNOS
\ | |
Viabilidade celular Expressﬁo Expressﬁo
génica de TLR-4 génica de TLR-4

4.1 Cepas de Salmonella Typhimurium

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

de Cambridge. Tais bactérias foram mantidas congeladas a -20°C em glicerol 10%.

4.2 Animais experimentais

Camundongos Swiss fémeas foram obtidos a partir do Biotério do Laboratorio
de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), da Universidade Federal de Pernambuco, e
pelo Biotério do Laboratdrio Nacional Agropecuario (LANAGRO), Ministério da

Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Os animais foram mantidos em gaiolas com



30

livre demanda de agua e racéao, com iluminacéo controlada (12h claro/escuro) e sob
condicbes especificas livres de condicbes patogénicas até o momento dos

experimentos.

4.3 Obtencéao da fracao proteica LPepu

A subfracdo proteica LPpi estudada foi cedida pelo professor Dr. Marcio
Ramos, da Universidade Federal do Ceara (UFC), obtidas segundo o protocolo
descrito por Alencar et al., (2006). O latex foi obtido através da quebra das folhas de
C. procera, coletado em tubos de plasticos e misturados com 4gua destilada estéril
na razao de 1:1 (v.v). Em laboratério, as amostras seguiram para centrifugacédo em
temperatura de 4°C 10.000 g/ 10 min. O precipitado, constituido principalmente por
borracha, foi descartado. A solugdo sobrenadante foi colhida e levada a dialise em
agua destilada a 8°C durante 60 horas. Apés centrifugacdo, o sobrenadante
contendo as proteinas foi obtido. As proteinas soluveis (LP) foram liofilizadas e
fracionadas por cromatografia de troca ibnica em coluna de carboxi-metil (CM)
Celulose para producdo de trés picos cromatograficos distintos, quando a
cromatografia € desenvolvida em tampéo acetato pH 5,0, e mantidas a temperatura
ambiente até utilizacdo. Os picos correspondem a uma fracdo nédo retida,
denominada LPp e duas adicionais dentro de um gradiente crescente de NacCl,
denominadas LPpri e LPpii, respectivamente.

As cromatografias foram realizadas continuamente com o objetivo de produzir
guantidades satisfatorias de cada pico, onde foram testados em todos os ensaios de
atividades biologicas. A proteina LPiaa foi obtida conforme protocolo supracitado,
porém a atividade da protease cisteinica foi inativada na presenca de iodoacetamida.
As proteinas foram armazenadas desidratadas, a temperatura ambiente e em tubos

tipo falcon estéreis.

4.4 Obtencado de macréfagos peritoneais

Para a obtencdo de macréfagos peritoneais e realizacdo de ensaios ex vivo,
camundongos fémeas foram eutanasiados por meio de sedativo inalatorio isoflurano.
Atestada a morte do animal, este foi preso a partir dos membros em placa de
parafina. O abdome do animal foi esterilizado com alcool 70%, e a seguir foi realizado
corte em formato de “U” para remogéo das estruturas que antecedem o peritonio,

como epiderme e musculos, mantendo o peritdnio parietal. Com o auxilio de uma
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seringa de 20mL, foi injetado 10 mL de meio de cultura RPMI pré-aquecido a 37°C,
adicionados antibidticos penicilina (6,77ul) e estreptomicina (10 ul), conforme
descrito por Nascimento et al.,, 2016. ApGs lavagem da cavidade peritoneal com
massagens no abdome por cerca de 30 segundos, o fluido peritoneal foi retirado por
meio de pipeta estéril de 1mL, através de pequena incisdo realizada no peritoneo.
Uma aliquota do fluido peritoneal, aproximadamente 20uL, foi corada com azul de
Trypan na proporcao 1:1. A quantificacéo de células do fluido se deu em camara de
Neubauer com o auxilio de microscopio 6ptico, sendo a quantidade de células
ajustada para conter 1 x 108 cél./ mL, com realizagdo de diluicdo com meio RPMI a
37°C com antibibticos penicilina e estreptomicina, caso necessario. A seguir,
0,2mL de fluido peritoneal na concentracédo 1 x 108 cél./ mL foi semeado em placas
para cultura celular de poliestireno de 96 pocos, fundo chato, para a realizacdo de
testes de quantificacdo bacteriana e viabilidade celular. Para realizacéo de teste de
caracterizacdo de expressdo génica de citocinas, INOS e TLR, 1mL de fluido
peritoneal na concentracéo 1 x 10° cél/mL foi semeado em placas placas para cultura
celular de poliestireno de 24 pocos, fundo chato. Desta forma, estas placas de 96 ou
24 pocos foram incubadas overnight em estufa para cultura celular, nas condicfes
de 37°C e 5% de CO2. Na manha seguinte, o sobrenadante foi retirado e descartado,
restando apenas os macrofagos aderidos no fundo dos pocos das placas (Figura 7),

gue foram submetidos aos experimentos que seréo citados adiante.

Figura 7: Macréfagos aderidos em placa de cultivo celular, visualizados por
meio de microscopio invertido. Fonte: Acervo pessoal.




32

4.5 Ensaios com macrofagos infectados por S. Typhimurium

A fim de realizar infecgdo dos macrofagos peritoneais, a cepa virulenta de S.
Typhimurium que estavam mantidas congeladas a -20°C em glicerol 10% foram
ativadas. Para reativacdo das bactérias e inicio dos ensaios com infec¢cdo, uma
aliquota de S. Typhimurium C5 foi incubada em tubo tipo Falcon estéril contendo 5
mL de caldo infusédo cérebro coracéo (BHI) pré-aquecido a 37°C e mantida em estufa
a 37°C, overnight. No dia seguinte pela manha, 1 mL desta solu¢cédo bacteriana foi
posta em um novo tubo Falcon com BHI pré-aquecido e seguiu para incubagao por
mais 2 horas. ApOs esse periodo, o caldo BHI com bactérias passou por
centrifugacédo a 4.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
bacteriano foi ressuspenso em 5 mL de meio RPMI sem antibi6ticos pré-aquecido a
37°, e as culturas foram ajustadas em espectrofotdmetro a 630 nm, considerando a
densidade éptica de 0.5 correspondente a 108 UFC/ mL.

A infeccdo dos macréfagos peritoneais para a realizacdo do teste de
guantificacdo bacteriana e viabilidade celular, se deu de forma curativa e preventiva.
Nos ensaios curativos, 0os macrofagos aderidos, conforme item 4.4, as placas de
poliestireno de 96 pocos, fundo chato, foram infectados com 1x108 UFC/mL de S.
Typhimurium durante o periodo de 4 horas. Os macrofagos foram mantidos em
estufa para cultura celular a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. Apos as 4 horas, 0
sobrenadante foi descartado e cada poc¢o contendo os macréfagos foram lavados
com 0,2mL de PBS estéril pré-aquecido a 37° para remocao de excesso bacteriano.
A seguir foi adicionado aos pocos 0,2mL de meio RPMI contendo gentamicina
(100pg/mL), com a finalidade de causar morte das bactérias que ainda ficaram no
meio extracelular, durante uma hora em estufa a 37°C e 5% de CO2. Passado este
tempo, os macréfagos foram novamente lavados com PBS e aos pocos foram
adicionados LPpi nas concentracées 1 ou 10 upg/mL ou LPpy tratada com
iodoacetamida (LPei+lAA) na concentragao de 10 ug/mL ressuspenso em RPMI,
contendo gentamicina (10 ug/mL) com a finalidade de manter os poc¢os integros e
sem bactérias extracelulares até o fim do experimento. Desta forma, as placas
contendo os macrofagos e tratamento com LPpi ou LPrpi+iaa foram incubadas em
estufa para cultivo celular durante 24 horas em atmosfera de 37°C e 5% de COa.

Ja nos testes preventivos, os macréfagos foram tratados durante 24 horas

com LPpinas concentragdes 1 ou 10 pg/mL e LPpi+IAA (10 ug/mL) ressuspenso em



33

RPMI com antibidticos penicilina e estreptomicina, pré-aquecido a 37°C e incubados
em estufa para cultivo celular nas condicbes de temperatura 37°C e CO2 5%. A
infeccdo com 1x108UFC/mL de S. Typhimurium foi realizada apés as 24 horas do
tratamento com LPei, por 4 horas. Para isso, 0 sobrenadante contendo as proteinas
foi descartado, os macréfagos foram lavados com 0,2mL de PBS estéril pré-aquecido
a 37°C e apos houve a infeccdo conforme citado. Apés as 4 horas, o sobrenadante
foi excluido e os macrofagos foram lavados com 0,2mL de PBS pré-aquecido com a

finalidade de retirar bactérias que estivessem em meio extracelular..

4.5.1 Quantificacdo de unidades formadoras de colénias em macrofagos
peritoneais infectados

Em placas de cultura celular de 96 pocos, os macrofagos aderidos foram
infectados com 1x10® UFC/mL Salmonella Typhimurium, e tratados de forma
preventiva e curativa com LPpi nas concentragdes 1 ou 10 ug/mL e LPpi+IAA (10
Mg/mL), conforme descrito no item 4.5, para realizacédo de quantificacdo bacteriana
intrcelular. Como grupo controle foram utilizados macrofagos infectados com S.
Typhimurium sem tratamento com LPpi. Como metodologia, tanto nos ensaios
curativos como preventivos, o sobrenadante foi retirado dos pogos contendo o0s
macréfagos infectados aderidos, e a seguir foi adicionado 0,2mL de Triton X-100
0,5%. O Triton, um detergente, acarretou a lise celular dos macréfagos peritoneais,
sendo possivel expor as bactérias intracelulares e estas serem submetidas a
guantificacdo. Apds adicdo de Triton, os macréfagos foram incubados em geladeira
a 10°C, por 20 minutos. Com a lise celular, o contetdo dos pocos foi submetido a
diluicdes decimais de 10 "1 a 10 2 em PBS estéril. Aliquotas de cada diluicdo (15uL),

foram semeadas em placas de petri com agar BHI e incubadas em estufa a 37°C,

overnight. No dia seguinte pela manha, houve a contagem de UFC dos pocgos que
cresceram nas placas com BHI, sendo escolhida para a contagem a diluicdo mais

nitida. Protocolo adaptado de Nascimento et al., 2016.

4.5.2 Viabilidade de macroéfagos infectados com S. Typhimirium

A viabilidade celular foi avaliada conforme adaptacdo do protocolo descrito
por Shum et al. (2008). Para realizagéo deste ensaio, foram utilizados macréfagos

peritoneais infectados com S.Typhimurium, teste curativo, conforme descrito no item
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4.5. Apés os macréfagos serem infectados com S. Typhimurium 1x108UFC/mL e
tratados com a fragéo proteica LPpu (1pg/mL ou 10pug/mL) ou LPpi+lIAA (10pg/mL),
foi adicionado aos pocos contendo os macréfagos infectados aderidos, 40 pL de
resazurina (0,15 mg/mL em PBS estéril). Como grupo controle foram utilizados
macrofagos infectados sem tratamento com LPpi. Os macroéfagos entdo foram
incubados durante 4h em estufa de cultivo celular a 37°C e CO2 5%. A resazurina é
um corante azul, indicador de oxirreducgédo, fracamente fluorescente que é reduzido
a resorifina, ficando na cor rosa. A viabilidade de macréfagos foi mensurada por
espectofotdbmetro com leitura de densidade oOptica 570 e 600 nm. Os experimentos

de viabilidade foram realizados em triplicada.

4.6 Ensaio com macrofagos tratados com LPepi

Teste realizado para avaliacdo da expressdo génica de citocinas IL-6 IL1- B,
TNF, INOs e TLR-4 em macréfagos que foram tratados com LPpiiou LP+IAA. Deste
modo, macréfagos obtidos conforme item 4.4, aderidos em placas de cultivo celular
de 24 pocos, receberam tratamento com LPpi (1ug/mL ou 10ug/ mL) ou LP+IAA
(10pg/mL). Estes foram incubados em estufa para cultura celular em atmosfera de
37°C e CO2 5% durante o periodo de 24 horas. Apés, o sobrenadante foi descartado
e as células foram submetidas a extracdo de RNA, conforme sera descrito no item
4.8.1.

4.7 Ensaios com macréfagos estimulados com LPS

Teste realizado para determinar a resposta de macréfagos na expressao de
citocinas, INOS e TLR-4 quando estimulados por LPS bacteriano. O método descrito
por Batista (2017) foi seguido. Macrofagos obtidos conforme item 4.4 foram tratados
de forma curativa e preventiva. No teste curativo, macréfagos peritoneais aderidos a
placas de cultivo celular de 24 pocos, receberam estimulo 5 uyL/mL de LPS (Sigma
Aldrich) diluido em meio de cultura RPMI pré-aquecido a 37°C com antibiéticos
penicilina e estreptomicina, e foram incubados em estufa de cultivo celular a 37°C e
CO2 5%, durante 4 horas. Apés, o sobrenadante foi retirado, e as células foram
lavadas com PBS estéril pré-aquecido a 37°C para retirada de qualquer possivel
acumulo de LPS do poco. A partir de entdo, se iniciou o tratamento com LPpi (1ug/mL
ou 10pg/mL) ou LP+IAA (10ug/mL) durante o periodo de 24 horas para posterior
estracdo de RNA. No teste preventivo, os macrofagos receberam tratamento com
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LPeu (1pg/mL ou 10pg/mL) ou LP+IAA (10pg/mL), incubados em estufa de cultivo
nas condicdes ja citadas durante 24 horas. Apds tempo determinado, as células
foram lavadas com PBS pré-aquecido a 37°C e expostas a estimulo durante 4 horas
com LPS 5 pyL/mL de LPS (Sigma Aldrich) diluido em meio de cultura RPMI pré-
aquecido a 37°C com antibiéticos penicilina e estreptomicina. As células foram
incubadas em estufa nas condi¢des supracitadas e apdés o término do ensaio, 0
sobrenadante foi descartado e as células foram submetidas a extracdo de RNA,

conforme sera descrito no item 4.8.1.

4.8.1 Extracao de RNA total

Para avaliar a expressao génica de IL-1, IL-6, TNF, INOS e TLR-4 em
macrofagos tratados com LPpi ou estimulados com LPS e tratados com LPpi de
forma curativa e preventiva, 0 RNA destas células foram extraidas para andlise da
sintese destas proteinas. Desta forma, das placas de 24 pocos o sobrenadante foi
retirado. Os macrofagos aderidos foram lavados com 1 mL de PBS gelado e estéril.
Apés, foi adicionado aos pogcos com macréfagos 400 uL de Trizol (Sigma Aldrich)
para lise quimica. Ainda, uma ponteira estéril foi utilizada para lise mecéanica, sendo
0 conteudo transferido para novo microtubo tipo eppendorf, contendo 40 uL de
cloroférmio. Posteriormente o conteddo dos tubos foram homogeneizados em vortex
por 15 s. A seguir houve centrifugacdo a 10.000 g durante 5 minutos. Houve a
separacao de fase aquosa, e esta foi recolhida e transferida para novo tubo contendo
200uL de isopropanol gelado. Os tubos tiveram conteudo misturado gentilmente e
deixados descansar durante 5 minutos. Logo foram centrifugados a 13.300 g durante
30 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet formado foi lavado com etanol
75% gelado, seguido de centrifugacdo a 13.300 g por 5 minutos, sendo esta etapa
repetida duas vezes. O RNA total obtido em forma de pellet foi colocado para secar

em temperatura ambiente. Apds seco, foi ressuspendido em 20 uL de agua ultrapura.

4.8.2 RT-PCR

O RNA total obtido foi utilizado como molde para sintese de uma cadeia de
DNA complementar (cDNA), que a esta foi aplicada a técnica de RT PCR. Para isto,
foi usado o kit comercial (SIGMA M-MLV Reverse Transcriptase), conforme
instrugbes do fabricante. A amplificagdo do cDNA por PCR foi realizada com kit
comercial (SIGMA-SYBR-Green Quantitative RT-PCR KIT), segundo orientacfes do
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fabricante. A amplificacdo de transcritos para as citocinas Interleucina 1 beta (IL-18),
Interleucina 6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral (TNF) e a enzima oxido-nitrico
sintase (iNOs) foram analisados segundos primers especificos e o controle interno
de amplificacéo feito com a enzima Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

Os iniciadores utilizados nessas reacdes sao descritos na tabela 1.

Tabela 1 Primers especificos utilizados para a realizacao de
amplificacdo de cDNA por meio de RT PCR.

IL-18 Forward 5 TGAGCACCTTCTTTTCCTTCA 3’;
Reverse 5 TTGTCTAATGGGAACGTCACAC 3
IL-6 Forward 5 TAATTCATATCTTCAACCAAGAGG 3
Reverse 5 TGGTCCTTAGCCACTCCTTC 3’
TNF Forward 5 CTGTAGCCCACGTCGTAGC 3’
Reverse 5 GGTTGTCTTTGAGATCCATGC &
iNOs Forward 5 TGTGGCTACCACATTGAAGAA 3
Reverse 5 TCATGATAACGTTTCTGGCTCTT 3
TLR-4 Forward 5’CGATTCCATTGCTTCTTG 3’
Reverse 5 GCTCAGGTCCAGGTTCTT 3
GAPDH Forward 5 ACCACTTTGGCATCGTGGAG 3’

Reverse 5 GGGCCATCCACGGTCTTCTG 3’

A condicdo da reagéo de PCR foi a seguinte: 42°C/ 30 min, 95°C/ 10 min e 40
ciclos a 95°C/ 30 s, 58°C/ 30 s e 72°C/ 30s (Rotor Gene Q series — Qiagen) em
reacdes com volumes de 20 pL. Os resultados foram analisados segundo Dussault

e Pouliot (2006) férmula descritas por Dussault e Pouliot:

AACt = [(Ct GIControle — Ct ACTControle) — (CtGIExperimental Ct ACTExperimental)]

Na formula acima, Gl representa os valores de Ct (Cycle Threshold) dos genes
de interesse que foram observados nos grupos experimentais (estimulados com
LPeu), cujos resultados foram expressos em termos de variagéo relativa aos grupos

controles utilizando a férmula 224CT,

4. 9 Analise estatistica
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Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram
expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M.). Para comparagdo mdltipla
dos dados paramétricos foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA), seguida do
teste de Bonferroni. A significancia minima considerada foi nivel de p<0,05. Analises

e graficos foram realizados no programa GrafPad Prism versédo 5.0
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tratamentos preventivos com macrofagos expostos a fracdo proteica LPpi
(10pg/mL), mostraram uma redugédo significativa (p<0,05) na quantidade de
UFC/poco, em relacéo a presenca de bactérias intracelulares do que em macréfagos
sem tratamento (Figura 8). Em relacdo ao teste curativo, macréfagos infectados
tratados com LPei (1 pg/mL) demonstraram uma diminuicdo significativa na
guantidade de UFC/po¢co em comparag¢do ao grupo controle de macréfagos sem
tratamento. Ja o grupo LPpi+lAA (10ug/mL), onde LPpi teve as proteases cisteinica
inativadas com iodoacetamida, demonstraram aumento significativo na quantidade
de UFC/poco em relagéo aos grupos LPpi (1 pg/mL ou 10 pg/mL) (Figura 9, A). O
maior numero de bactérias no grupo tratado com LPpi+IAA (10ug/mL), indica,
portanto, a participacao de proteases cisteinicas no efeito antimicrobiano observado.
Anteriormente, Nascimento et al. (2016), demonstraram acdo antimicrobiana
intracelular em macréfagos infectados por Listeria monocytogenes e tratados com
proteinas do latex de C. procera, subfracdo proteica LPpi, em relacdo ao grupo
controle tratado com albumina. Apesar disso, as proteinas do latex ndo possuem
acéo antimicrobiana direta contra Salmonella, observado por testes de exposicéo in
vitro da bactéria a altas doses de LP (LIMA-FILHO et al., 2010. Dados ainda nao
publicados demonstram que LPpi ndo possuiu atividade antibacteriana direta contra
Salmonella Typhimurium.

Ao invadirem macrofagos, S. Typhimurium se replica e induz a ativagéo de
citotoxinas dentro dessas células. Foi demonstrado que Salmonella spp. é capaz de
causar morte celular. Esta, induz a apoptose de macrofagos pela ativacdo da enzima
pré-apoptoética caspase-1, resultando na liberacdo da forma ativa da Interleucina-1
beta, sendo a atividade da caspase-1 € essencial para a citotoxicidade (HERSH et
al., 1999). Considerando os resultados obtidos no teste de quantificagdo bacteriana
intracelular, onde grupos de macrofagos infectados tratados com LPpy tiveram a
guantidade de UFC/poco reduzida em relagdo ao grupo controle, macrofagos
infectados sem tratamento com LPpi, um teste curativo de viabilidade celular foi
realizado. Observou-se que macrofagos infectados com cepa virulenta C5 de S.
Typhimurium tratados com fracdes proteicas LPpiou LPpi+lIAA, apresentaram maior
viabilidade celular que aqueles que nao receberam tratamento com a subfracéo

proteica. Por exemplo, o grupo tratado com LPpi (1 pg/mL) obteve viabilidade
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14,74% maior que 0 grupo controle sem tratamento, enquanto que macréfagos
tratados com LPpi (10 pg/mL) alcangcaram 24,11%. O tratamento com LPpi+IAA (10
pg/mL) também aumentou a viabilidade celular em 21,28% (Figura 9, B). O aumento
de viabilidade dos macdfagos infectados pode ter relacéo a atividade antimicrobiana
indireta apresentada por LPpi. Além disso, a maior viabilidade celular em macréfagos
infectados tratados com LPpi, pode estar relacionado a regulagcéo negativa de IL-6,
como sera exposto adiante, citocina também associada com dano celular. Ainda, ndo
foi observada toxicidade da fracdo proteica estudada nas concentracdes testadas.
Segundo Ramos et al., 2006, as frac6es do latex de C. procera ndo apresentam
efeitos toxicos in vitro, elucidando que a toxidade presente no latex esta concentrada
na borracha presente, que pode ser facilmente separada das fracbes proteicas.
Contudo, ja foi demonstrado que LP diminui a viabilidade de macréfagos peritoneais
em concentracdes maiores que 100 pg/mL (NASCIMENTO, 2016). Neste estudo,
verificamos que baixas concentracdes de LPpi (1 e 10 pg/mL) néo téxicas, foram
suficientes para diminuir as bactérias intracelulares em macrofagos infectados bem
produzir aumento na viabilidade destes.

Considerando o tratamento de macrofagos peritoneais com LPpi (1 ou 10
pg/mL) ou LP/IAA (10 pg/mL) durante 24 horas, observou-se a influéncia desta
fracdo proteica na expressado génica das citocinas pro-inflamatérias e iNOS (Figura
10). Foi observado que LP/IAA, com proteases cisteinicas inativadas, teve a
tendéncia a induzir a expressao génica de TNF e IL1-B. De forma mais discreta
houve expressdao de IL-6 com LP/IAA. Quando comparados com macrofagos
tratados com LPpi sem a inativagdo das proteases cisteinicas por iodoacetamida, é
possivel observar que ha uma menor inducéo na expressao génica de citocinas pro-
inflamato6rias em ambas as concentracdes, 1ug/mL ou 10ug/mL, indicando o efeito
dessas proteases no efeito observado. Macréfagos tratados com LPpi (1 ou 10
pHg/mL) ou LP/IAA (10 pg/mL) ndo apresentaram expressao de Inos. Anteriormente,
macroéfagos tratados com LP tiveram inducdo na expressao génica de TNF, IL-6 e
IL1-B, ndo sendo efetiva em estimular INOS (NASCIMENTO et al., 2016).

O reconhecimento de LPS de S. Typhimurium por TLR-4 de macrofagos leva
a sua ativacao e inicio producao de citocinas pro-inflamatorias tais como IL-1 3, IL-6
e TNF (TALBOT et al.,, 2009). Deste modo, foi realizado teste curativo, no qual
macrofagos peritoneais foram inicialmente estimulados por LPS durante o periodo

de 4 horas, seguido tratamento com LPei durante 24 horas. A expressédo das
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citocinas TNF, IL- B e IL-6 e de INOs foram avaliadas (Figura 11). Foi observado que
a fragcéo proteica de LPpi foi capaz de diminuir a expressao de TNF, IL- e IL-6 em
relacdo ao controle LPS. Observa-se que ha uma diminuicdo mais evidente na
expressdo dessas citocinas nha concentracdo 1pg/mL. iINOS ndo apresentou
expressao.
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Figura 8: Quantificacdo de populagéo intracelular de S. Typhimurium em macréfagos
teste preventivo. Macréfagos foram tratados com LPpy (1ug/mL ou 10ug/mL) ou LPei/IAA
(10pg/mL), seguido de infec¢@o de S. Typhimurium C5. Os dados representam média

de trés medicdes. Nivel de significancia p < 0,05 de acordo com o teste ANOVA seguido
pelo pds-teste de Bonferroni.
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Figura 9. Ensaio com macréfagos infectados. (A) Quantificacdo de populacdo intracelular de S.
Typhimurium em macréfagos teste curativo. Macrofagos foram infectados por S. Typhimurium C5,
seguido de tratamento por LPp;1ug/mL ou LPp; 10ug/mL ou LPpi/IAA10ug/mL durante 24 horas. (B)
Viabilidade celular de macréfagos infectados por S. Typhimurium, durante 4h, seguido de tratamento
com LPp; (1ug/mL ou 10ug/mL) ou LPey/IAA (10ug/mL) por 24 horas. Os dados representam a média
de trés medicgbes.
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Figura 10: Expressao génica de citocinas inflamatorias IL-1, TNF, IL-6 em ensaio
com macrofagos peritoneais tratados durante 24 horas com LPp; (1ug/mL ou
10pg/mL) ou LP/IAA (10pg/mL). Os dados representam a média de trés medicdes.



Ensaios com m@ n3o infectados

(Normalizado com GAPDH)

43

2500- ) 20-
IL1-B TNF
2000+ T 15 ——
1500-
10- L
1000-
500 >
i _l_ NN
0 0 | S e I
) Q Q v
]Q & N Q
RS R
S v N
Q< Q™
N < ¥
% R Q
N &? 3
O
207 IL-6
15-
10-
5_

Figura 11: Ensaio curativo com macrofagos estimulados com LPS. Expresséo génica
de citocinas IL-1 3, TNF e IL-6 em cultura de macréfagos peritoneais estimulados com
LPS 5 ug/mL por um periodo de 4 horas seguido de tratamento com LPpi 1 ug/mL ou
LPpPi 10 ug/mL ou LP1aa 10 pg/mL por um periodo de 24 horas. Os dados representam
média de trés medicdes.
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O tratamento de macréfagos apenas com LPpi (1ug/mL) ou LP+IAA (10
Mg/mL) apresentaram baixa expressao de TLR-4, tendo uma maior expressao em.
LPeu (10 pg/mL) (Figura 12, A). Ainda macrofagos estimulados com LPS mostraram
expressao diminuida de TLR-4 quando tratados com as concentra¢des LPpi (1pg/mL
ou 10 yg/mL) e quando tratados com LP inativada demonstraram um aumento na
expressdo deste receptor (Figura 12, B). TLR’s sdo formados por repeticdes ricas
em leucinas flanqueadas por dominios ricos em cisteina (ABBAS, 2008), desta
forma, acredita-se que LPpy, rica em proteases cisteinicas tenha tido efeito na
discreta diminuicdo de expressdo de TLR-4 e, consecutivamente, tendéncia na
diminuic&do na expresséo de citocinas IL-1 3, IL-6 e TNF. Considerando a auséncia
de expressado de iNOs, tal fato foi atribuido ao estimulo de producéo de derivados
oxidativos da cadeia respiratdria. Contudo, em tratamento preventivo com as
proteinas do latex durante 24 horas e estimulo de LPS durante o periodo de 4 horas,
foi observado a expressdao apenas de citocina IL-6 (Figura 13), ndo havendo
diferenca na expressao desta citocina no grupo e controle. A expressao de outras
citocinas, TLR-4 e iINOS néo foi observada com os tratamentos. Ainda em estudos
referentes as proteinas do latex de C. procera, LP diminuiu a liberacédo de IL-1 e
reduziu discretamente a expresséo de IL-12 em macrofagos estimulados com LPS
(LIMA-FILHO et al., 2010). A fracdo proteica LPpi demonstrou diminuicdo dos
transcritos de mRNA para TNF em macréfagos infectados com L. monocytogenes
(NASCIMENTO et al., 2016). Neste estudo, a tendéncia na regulacdo negativa da
expressdo de IL-1 B, TNF e IL-6, mediadores inflamatérios, e TLR-4 por LPpicorrobora
ALENCAR et al. (2004), quanto a demonstracdo de que a fracdo LP possui

propriedades anti-inflamatorias.
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Figura 12: (A) Expressao génica de TLR-4 em cultura de macréfagos tratados com
LPpi (1 pg/mL ou 10 pg/mL) ou LPiaa (10 pug/mL) por 24 horas. (B) Ensaio curativo
com macrofagos estimulados com LPS. Expresséao génica de TLR-4 em cultura de
macrofagos tratados com LPS 5 ug/mL por um periodo de 4 horas. Apds tempo
estimado, as células foram tratadas com LPpi 1 (ug/mL ou LPpi 10 pg/mL) e LPiaa (10
pg/mL) por 24 horas. Os dados representam média de trés medicoes.
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Figura 13: Ensaio preventivo com macréfagos estimulados com LPS. Expresséo
génica de IL-6 em macréfagos tratados com LPpi (1 ug/mL ou 10 pg/mL) ou LPiaa (10
pMg/mL) por 24 horas, seguido de tratamento com LPS 5 pL/mL durante 4 horas. Os
dados representam média de trés medicoes.
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6. CONCLUSAO

As plantas laticiferas apresentam moléculas bioativas que tém sido isoladas
e purificadas, sendo que aquelas de natureza proteica apresentam a vantagem de
poderem ser clonadas e expressas em sistemas heterdlogos. Nossos resultados
demonstraram que o tratamento com LPpi foi benéfico ao diminuir a quantidade de
bactérias intracelulares em macrofagos infectados por S. Typhimurium, tanto em
testes curativos como preventivos, além de aumento de viabilidade de macréfagos
infectados em testes curativos. Também, macréfagos estimulados com LPS
bacteriano e tratados com LPpi demonstraram tendéncia em diminuir a expressao
de TLR-4 e, consecutivamente TNF, IL-1 B e IL-6. A andlise de todos os resultados
mostra que LPpi de C. procera possui moléculas bioativas promissoras na

modulacdo da resposta imune.
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Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,
Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissio de ética no uso de animais - CEUA
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