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RESUMO

Lectinas vegetais estdo envolvidas em inumeras atividades biolégicas relacionadas
ao reconhecimento e ligacdo a carboidratos especificos na superficie de células. A
lectina ConBr, extraida das sementes da leguminosa Canavalia brasiliensis, vem
sendo estudada devido suas propriedades terapéuticas, incluindo a capacidade de
modular a resposta imune. Tendo em vista que a saude humana €& constantemente
desafiada por uma variedade de ameacas, como inflamagdes e infecgbes causadas
por patdégenos, os quais facilmente adquirem resisténcia aos medicamentos
antimicrobianos, € imprescindivel o estudo e desenvolvimento de novas formulagdes
imunoterapéuticas. Um exemplo preocupante desse cenario é a infeccao por Listeria
monocytogenes, uma bactéria patogénica, com capacidade de causar graves
infeccbes em diversas espécies de animais, incluindo seres humanos. Nesse sentido,
o objetivo desse trabalho foi investigar o potencial imunomodulador da lectina ConBr
diante da infeccao experimental por L. monocytogenes. Para tanto, camundongos
Swiss foram administrados, via intraperitoneal, com carragenina, um agente indutor
da peritonite, ou L. monocytogenes. Apés 30 min, foi realizada a administracédo
endovenosa de ConBr (1 e 10 mg/kg) de forma a verificar sua influéncia sobre a
regulacdo do recrutamento de leucdcitos ao peritdnio e processo inflamatério. Os
grupos controles receberam dexametasona, gentamicina ou tampao salina-fosfato
(PBS). Todos os camundongos foram submetidos a eutanasia apo6s 6 horas de
tratamento. Foram coletados sangue e fluido peritoneal para quantificacédo de
leucdcitos. Nos animais infectados foram quantificadas unidades formadoras de
colénias (UFC) em diferentes tecidos e érgaos e coletados macréfagos peritoneais
para analise de viabilidade celular. Os resultados apontaram que, no modelo de
inflamacao experimental por carragenina, a ConBr induziu o aumento da infiltragcao
leucocitaria no fluido peritoneal dos camundongos tratados, embora os niveis de
expressao génica de citocinas inflamatorias no baco dos animais tenham sido
semelhantes entre grupos controles e experimentais. No modelo de infec¢ao por L.
monocytogenes, a administracdo endovenosa de ConBr nao foi capaz de influenciar
a contagem de leucdcitos totais e diferenciais no fluido peritoneal e sangue de animais
infectados. Ademais, os tratamentos com a lectina ndo aumentaram a viabilidade
celular dos macrofagos nem reduziram a contagem bacteriana no sangue, fluido
peritoneal, bago e figado, apds 6 horas de tratamento. Concluimos que, apesar dos
resultados obtidos nos testes com carragenina apontassem para um potencial
imunomodulador da lectina ConBr, nao foi possivel verificar esses mesmos efeitos nos
testes realizados com o modelo de infecgao por Listeria monocytogenes.

Palavras-chave: Lectina, ConBr, listeriose, infecgao, imunoterapéutico.



ABSTRACT

Plant lectins are involved in numerous biological activities related to the recognition
and binding to specific carbohydrates on the cell surface. The ConBr lectin, extracted
from the seeds of the legume Canavalia brasiliensis, has been studied due to its
therapeutic properties, including the ability to modulate the immune response.
Considering that human health is constantly challenged by a variety of threats, such
as inflammation and infections caused by pathogens, which can easily acquire
resistance to antimicrobial drugs, it is necessary to study and develop new
immunotherapeutic formulations. A worrying example of this scenario is infection by
Listeria monocytogenes, a pathogenic bacterium capable of causing serious infections
in several species of animals, including humans. In this sense, the objective of this
work was to investigate the immunomodulatory potential of the ConBr lectin in the
murine model of listeriosis. For this, Swiss mice were administered intraperitoneally
with carrageenan, a peritonitis-inducing agent, or L. monocytogenes. After 30 min,
intravenous administration of ConBr (1 and 10 mg/kg) was performed to verify its
influence on the regulation of leukocyte recruitment to the peritoneum and the
inflammatory process. Control groups received dexamethasone, gentamicin or
phosphate saline (PBS). All mice were euthanized after 6 hours of treatment. Blood
and peritoneal fluid were collected for leukocyte quantification. In infected animals,
colony forming units (CFU) were quantified in different tissues and organs and infected
peritoneal macrophages were collected for analysis of cell viability. The results showed
that, in the experimental inflammation model using carrageenan, ConBr induced an
increase in leukocyte infiltration in the peritoneal fluid of treated mice, although the
gene expression levels of inflammatory cytokines were similar between control and
experimental groups. In the L. monocytogenes infection model, intravenous
administration of ConBr was not able to influence the total and differential leukocyte
counts in the peritoneal fluid and blood of infected animals. Furthermore, lectin
treatments did not increase cellular protection of macrophages or reduce bacterial
counts in blood, peritoneal fluid, spleen and liver after 6 hours of treatment. We
conclude that, although the results obtained in tests with carrageenan point to an
immunomodulatory potential of the ConBr lectin, it was not possible to verify these
same effects in tests carried out with the Listeria monocytogenes infection model.

Keywords: Lectin, ConBr, listeriosis, infection, immunotherapeutic.
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1. INTRODUGAO

Proteinas de origem vegetal tém desempenhado um papel importante no
avango das inovagbes terapéuticas, sendo uma alternativa para a busca de novos
compostos com propriedades farmacologicas (Coelho et al., 2017). Uma variedade de
substancias bioativas, como lectinas vegetais, tem demostrado atividade
imunomoduladora (Souza et al., 2013; Carneiro et al., 2021). Sendo capazes de
promover a imunoestimulagdo ou imunossupressao da resposta imune, de forma que

resulte no reparo da fungao fisioldgica (Araujo et al., 2013; Santos et al., 2020).

As propriedades imunomoduladoras das lectinas vegetais provém da
interacdo especifica com carboidratos presentes nas superficies de células imunes,
promovendo uma cascata de transducdo de sinais para a produgao de citocinas
(Katrlik et al., 2010, Coriolano et al., 2018). Por meio desse mecanismo, as lectinas
desencadeiam efeitos significativos no contexto da infeccdo, ao potencializar a
eliminagdo de agentes patogénicos através da regulagao leucocitaria e aumento da

capacidade fagocitica das células imunes (Campos et al., 2016; Melo et al., 2011).

Listeria monocytogenes, € um exemplo de bactéria patogénica com
capacidade de causar infecgbes graves e sistémicas (Lecuit, 2020). A listeriose,
doencga infecciosa, causada pela ingestdo de alimentos contaminados por L.
monocytogenes, acomete humanos e animais, com uma taxa de mortalidade de até
30% dos casos (Matereke e Okoh, 2020). O tratamento padréo para listeriose €
baseado no uso de antibidticos, no entanto, existem riscos clinicos de falhas
associadas a resisténcia antimicrobiana (Baquero et al., 2020). Nesse viés,
biomoléculas com propriedades imunomodulatérias, sao potenciais fontes de novas

formulacdes para o desenvolvimento de medicamentos contra infecgdes bacterianas.

Assim, as lectinas vegetais sdo proteinas de interesse, e que podem ser
utilizadas como adjuvantes imunes capazes de regular mediadores inflamatoérios
envolvidos na resposta imunolégica (Barboza et al., 2017). Estudos anteriores
apontam para a atividade imunorreguladora da lectina de Canavalia brasiliensis
(ConBr) em modelos de infeccdo e inflamagao experimental (Batista et al., 2017,
Oliveira et al., 2022). Diante disso, o presente estudo procurou investigar o potencial
imunomodulador da lectina ConBr frente a infeccdo experimental por Listeria

monocytogenes em camundongos Swiss.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Lectinas Vegetais

Lectinas sao proteinas que possuem um dominio de reconhecimento de
carboidratos, de origem n&o imune, que podem ligar-se a carboidratos simples ou
complexos de forma reversivel e altamente especifica (Lagarda-Diaz et al., 2017).
Elas sao produzidas por diversos organismos vivos, e podem ser agrupadas de acordo
com suas espécies de origem, como lectinas algais, fungicas, bacterianas, animais e
vegetais (Mishra et al., 2019).

As lectinas vegetais foram as primeiras proteinas a serem estudadas, sendo
extensivamente investigadas devido a vasta distribuicdo e facilidade de isolamento
(Katoch; Tripathi, 2021). Elas s&o encontradas em muitos grupos de plantas, incluindo
mono e eudicotiledéneas, e com frequéncia isoladas das familias Leguminosae e
Euphorbiaceae (Dias et al., 2015). As lectinas se distribuem por varios tecidos
vegetais, embora sejam extraidas sobretudo de sementes (Cavada et al., 2020),
raizes (Silva et al., 2019) e folhas (Silva et al., 2021).

Nas plantas, elas desempenham diversas fungdes biolégicas, em especial,
relacionadas a agao de defesa contra microrganismos e na sinalizagdo de danos que
podem ser causados na superficie celular e/ou intracelular dos organismos vegetais
(Oliveira, 2018). O mecanismo de defesa induzido por essas biomoléculas ocorre
através da interacao lectina-carboidrato, no qual as lectinas possuem pelo menos um
dominio ndo catalitico que possibilita sua ligagao seletiva a carboidratos especificos
presentes na superficie celular do patdégeno, desencadeando a transdugéo de sinal

intracelular e consequentemente a resposta fisioldgica (Lannoo; Van Damme, 2014).

As propriedades quimicas e bioldgicas das lectinas vegetais tém despertado
grande interesse cientifico, devido a atuacédo dessas proteinas como mediadoras nos
mecanismos de interagdo e de reconhecimento celular, visto que tais processos sao
dependentes de glicidios (Silva et al.,2022). Varias lectinas vegetais tém sido
estudadas como potenciais alternativas para a producdao de novos antimicrobianos,
em funcao da sua interacdo com carboidratos presentes na parede celular bacteriana
(Breitenbach et al., 2018; Enoma et al., 2023). Desse modo, as lectinas vegetais tém
demonstrado habilidade de influenciar a interagdo patégeno-hospedeiro, sinalizagcao

e desenvolvimento celular e comunicagéo célula-célula (lordache et al., 2015).
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2.1.1 Lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr)

A Canavalia brasiliensis Mart. ex Benth. € uma leguminosa pertencente a
familia Fabaceae, que apresenta folhas alternadas e trifioladas, com flores de
coloracdo roxa e pétalas perfumadas (Figura 1). E uma planta herbacea, de
crescimento prostado, que pode atingir até 5m de comprimento, e € conhecida
popularmente no Brasil como “feijao bravo-do-Ceara” (Sales Guedes et al., 2009).
Devido ao seu sistema radicular robusto, que favorece a captagdo de agua e
nutrientes em camadas mais profundas do solo, apresenta grande potencial de
producao de biomassa e resisténcia em meio a periodos de escassez hidrica (Sodré
Filho et al., 2004). Além disso, possui ampla distribuicdo geografica, presente na

maioria dos estados brasileiros e em diversos paises da América Latina (Silva, 2012).

A lectina ConBr, extraida das sementes de Canavalia brasilienses, foi isolada
pela primeira vez por precipitacdo fracionada com sulfato de aménio seguida de
cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-50 (Moreira; Cavada, 1984). E
caracterizada pela especificidade de ligagdo para residuos de D-glicose e D-manose,
e apresenta Ca*? e Mn*2 em sua estrutura (Silva et al., 2011). A ConBr possui 237
residuos de aminoacidos e 99% de similaridade de estrutura primaria com a lectina
de Canavalia ensiformis (ConA), com apenas dois residuos de aminoacidos que
diferem da ConA (Cavada et al., 2019). Um unico mondmero de ConBr é constituido
de um polipeptideo 30KDa (cadeia a) e fragmentos pequenos de 16KDa e 12KDa
(cadeias B e vy, respectivamente), porém, a estrutura molecular de ConBr também

pode variar em dimero e tetramero, dependendo do pH (Grangeiro et al., 1997).

A afinidade da ConBr a carboidratos especificos esta diretamente relacionada
ao design do sitio de ligacao de carboidratos presente na lectina, com isso, diferentes
distancias entre aminoacidos especificos resultam em multiplas atividades biologicas
promovidas pela lectina (Bezerra et al., 2011). A interagdo da ConBr com receptores
glicidicos da membrana celular animal, resulta em uma variedade de mudangas na
célula capaz de induzir alteragdes no metabolismo (Silva, 2014). Nesse sentido, foram
atribuidas a ConBr diversas propriedades biologicamente efetoras, como agéo
imunomodulatéria e antimicrobiana (Batista et al., 2017), indugéo de apoptose celular
e efeito antitumoral (Wolin et al., 2021), agao antiviral (Gondim et al., 2019), efeitos

anti-inflamatérios e antinecroéticos (Oliveira et al., 2022).
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Figura 1. Canavalia brasiliensis

Fonte: Google Imagens

2.1.2 Potencial imunomodulatério da ConBr

A ConBr tem demonstrado influéncia no controle de infec¢cdes através da
modulagao da resposta imunologica do hospedeiro. Em um modelo experimental de
infeccdo por Salmonella Typhimurium, Silva et al., (2016), avaliaram as atividades
imunomoduladoras da ConBr utilizando camundongos Swiss. Os autores relataram
que a ConBr, foi capaz de induzir a migracao de leucécitos para cavidade peritoneal
dos camundongos tratados no primeiro dia de infec¢ao e que se manteve até o terceiro
dia. Ademais, o pré-tratamento com ConBr foi capaz de reduzir a expressado e
quantidades de IL-10 e TNF-a no liquido peritoneal de camundongos infectados,
sugerindo que a ConBr poderia potencialmente ser aplicada no manejo de disturbios

inflamatdrios derivados de infecgdes.

Em estudo semelhante, Batista et al, (2017) realizaram experimentos com
macrofagos peritoneais, previamente expostos a ConBr, e infectados por Salmonella,
demonstrando que o tratamento prévio aumentou o nivel de transcritos de IL-6 e IL-
12. No tratamento apds a exposi¢cao a Salmonella, observaram que além de reduzir a
quantificagdo bacteriana intracelular em macréfagos, a ConBr induziu o aumento da
expressao génica de IL-1p e TNF-a. Dessa forma, demonstraram que o tratamento
com ConBr, seja antes ou apods a infecgao, foi capaz de influenciar a liberagao de
citocinas pro-inflamatérias, que desempenham um papel chave na regulagdo da

resposta imune do hospedeiro, ao limitar a propagacéo bacteriana.
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2.2 Resposta inflamatéria

O sistema imunoldgico € composto por 6rgaos, células e moléculas ativas
distribuidas por todo o organismo, e caracteriza-se pela habilidade de reconhecimento
especifico a determinadas estruturas moleculares e/ou antigenos, promovendo
resposta efetora (Cruvinel et al., 2010). Um aspecto fundamental desse processo € a
inflamacéao, reacdo complexa ativada em situagbes de lesao, infecgao, irritacdo ou
necrose tecidual, que apresenta sinais cardinais caracteristicos: dor, rubor, calor e
edema (De Paulo et al., 2010). A progressao da reagao inflamatoria envolve células
imunes, vasos sanguineos e a liberacdo de substancias quimicas como citocinas,

quimiocinas e proteinas de sinalizacao celular (Etienne; Viegas; Viegas Jr., 2021).

As citocinas, importantes mediadores quimicos da inflamacao, sao proteinas
multifuncionais liberadas por ceélulas como macréfagos, mondcitos, linfécitos e
mastoécitos (Zhang; An, 2007). Algumas citocinas exercem acdes proé-inflamatérias
sendo responsaveis pela eliminacédo das lesdes, como as interleucinas IL-183, IL-6, IL-
8, e o TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa). Ja as citocinas anti-inflamatorias, como
IL-10, IL-4, IL-13, e o TGF- (Fator de crescimento transformador beta) tém a fungao
de modular a inflamacdo, promovendo a resolugdo do processo inflamatério e
prevenindo danos teciduais excessivos (Oliveira et al., 2011). Todas as citocinas
atuam a partir de receptores de superficie expressos pelas células-alvo para ativar ou
inibir cascatas da transcricdo génica, regulando a producdo de outras citocinas e

proliferagdo de células imunoldgicas (Kraychete; Calasans; Valente, 2006).

A ativacdo de mediadores inflamatérios, como as citocinas, provoca
vasodilatagcdo, e eleva a permeabilidade vascular, permitindo que proteinas e
leucdcitos extravasem para os tecidos (Kolaczkowska; Kubes, 2013). Essa migragao
leucocitaria através da parede dos vasos sanguineos, ocorre seguindo gradientes de
quimiocinas liberadas por células lesadas, no ambiente circundante (Alon; Shulman
2011). Assim, as ceélulas efetoras como neutrdfilos, monécitos e células T séo
coordenadas para eliminar patégenos por meio da fagocitose, remover células
danificadas e promover a reparagao tecidual (Nourshargh; Alon, 2014). Contudo, é
necessario a atuagdo de mecanismos reguladores da resposta inflamatéria, como
citocinas anti-inflamatérias, para evitar que a atividade excessiva dessas células

resulte em mais danos aos tecidos (Medzhitov, 2021).
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2.3 Carragenina

A carragenina € um polissacarideo sulfatado de B-D-galactose e 3,6-anidro-D-
galactose, obtido pela extracdo de algas marinhas vermelhas (Rhodophyceae),
principalmente da espécie Chondrus crispus (Bahari et al., 2021; Song et al., 2022).
As carragenanas, em geral, sdo empregadas como aditivos para produtos
alimentares, sendo utilizados como agente geleificante, emulsionante, estabilizante,
suspensor e de aumento de viscosidade (Brasil, 2019). Além dessas fungdes, as
carragenanas sdo usadas em medicina experimental, formula¢cdes farmacéuticas,

cosmeéticos e aplicagdes industriais (Necas e Bartosikova, 2013).
2.3.1 Inducao da inflamacgao pela carragenina

A carragenina é historicamente utilizada como elemento indutor da inflamagao
local em estudos que procuram avaliar a eficacia de diferentes farmacos (Meneguzzo,
2010; Li et al., 2014). O composto tem sido empregado em varios modelos de
experimentagao animal, como promotor de dor muscular (Souza et al., 2020), pleurisia
(Aquino et al., 2021), edema de pata (Pacheco et al., 2020) e peritonite (Rodrigues et
al., 2015), devido sua capacidade de lesionar vasos sanguineos, potencializar a
endotoxidade, causar dor, e recrutar neutréfilos e macrofagos para a area lesionada
(Morris, 2003). A peritonite induzida por carragenina é uma condicao resultante da
inflamacgéo do peritdbnio, membrana que reveste a cavidade abdominal, e tornou-se
um modelo de inflamagao amplamente usado por ser facilmente reprodutivel e gerar

rapidos sinais cardinais de inflamagao aguda (Myers; Deaver; Lewandowski, 2019).
2.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, intracelular facultativa,
psicrotrofica, catalase positiva em forma de bastonete, que pode facilmente sobreviver
em condigbes ambientais extremas de temperatura, entre -1,5 °C e 50 °C, e se
desenvolver em faixas de pH entre 4 e 10 (Banerji et al., 2022). Além disso, é capaz
de sobreviver na presenca de altas concentracées de sal (até 20% p/v) e baixa
atividade de agua (aw 0,91) (Lado; Yousef, 2007). Foi descrita pela primeira vez em
1926, quando foi isolada de coelhos doentes, mas somente em 1981 a transmissao
do patégeno virulento foi ligada aos alimentos (Warriner; Namvar, 2009).
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Por ser capaz de sobreviver em uma ampla variedade de ambientes e causar
grave infecgdo em individuos suscetiveis, a L. monocytogenes, tornou-se uma
preocupagao para a industria alimenticia (Archer, 2018; Townsend et al., 2021). Uma
vez consumida, a bactéria é capaz de atravessar barreiras epiteliais, invadir células
hospedeiras e se replicar intracelularmente, por meio da modulagdo de fatores de
viruléncia, como internalinas e hemolisinas (Matereke e Okoh., 2020). Além disso,
possui um ciclo de vida complexo conferindo-lhe a capacidade de se disseminar nos
tecidos ao mesmo tempo em que permanece no citosol das células hospedeiras, o

que muitas vezes a resguarda da resposta imune humoral (Ireton et al., 2021).

A listeriose, doenca infecciosa, causada pela ingestdo de alimentos
contaminados pela bactéria L. monocytogenes possui uma taxa de mortalidade de até
30% dos casos em seres humanos (Charlier et al., 2017; Matereke e Okoh, 2020). E
afeta, em especial, idosos, pessoas imunocomprometidas, mulheres gravidas e bebés
(Lakicevic et al., 2023; Byun et al., 2022). A doenca manifesta-se principalmente como
gastroenterite, mas a bactéria € capaz de penetrar as barreiras hematoencefalicas e
placentarias, podendo resultar em meningite, encefalite, abortos ou infecgdo neonatal

generalizada (Disson; Moura; Lecuit, 2021).

Surtos de listeriose foram descritos em paises como Reino Unido (McLauchin
et al., 2021), Alemanha (Lachmann et al., 2021), Italia (Ponzio et al., 2023) e Estados
Unidos da América (Centros de Controle e Prevengao de Doengas, 2024). Em 2018,
o maior surto de listeriose humana no mundo foi relatado na Africa do Sul, onde o
consumo de carne processada contaminada por L. monocytogenes levou a 937 casos
e 216 mortes (Thomas et al., 2020). No Brasil a listeriose é subnotificada, o que resulta

na falta de estatisticas oficiais sobre a incidéncia da doenga (Rodrigues et al., 2017).

A terapia padréo para infecgdes graves de listeriose € baseada em antibidticos
como amoxicilina ou ampicilina, frequentemente em combinagdo com gentamicina
(Baquero et al., 2020). Entretanto alguns estudos demonstram que a L.
monocytogenes esta lentamente se tornando resistente a antibiéticos pela aquisi¢ao
de genes de resisténcia de bactérias Gram-positivas. Relatos de resisténcia a
eritromicina, cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprima, vancomicina e tetraciclina
tem sido os mais comuns (Conter et al., 2009; Yan et al., 2019; Kayade; Okoh, 2022).
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2.4.2 Modelo de infecgao por L. monocytogenes

O uso de modelos murinos em infecgbes experimentais por L. monocytogenes
tem sido empregado para investigagdo da resposta inflamatéria durante o processo
infeccioso (Murapa et al., 2011, Nascimento et al., 2016). Em camundongos, a
listeriose provoca reagbes semelhantes as dos seres humanos, garantindo maior
reprodutibilidade da infecgdo e facil quantificagdo das cargas bacterianas do
hospedeiro (Santana et al., 2022). A administracdo do indculo subletal de L.
monocytogenes promove rapida infec¢ao de tecidos-alvo, como figado e baco, e uma
disseminagao sistémica na corrente sanguinea, podendo ser facilmente isolada e

quantificada em diferentes 6rgaos (Bou Ghanem et al., 2012).

A maioria dos estudos que utilizam modelos experimentais de infecgéo por L.
monocytogenes em murinos, realizam a inoculagdo bacteriana via endovenosa ou
intraperitoneal (Break et al., 2012; De Alcantara Almeida et al., 2021). Isto ocorre a fim
de garantir uma infecgao sistémica disseminada, uma vez que a administragcado do
in6culo por via oral pode produzir variabilidade na taxa de absorg¢do, devido as
condigbes acidas do estbmago, e na translocagdo bacteriana do intestino para os
demais 6rgaos, em razao da competicdo com a microbiota intestinal (Pitts; D’Orazio,
2018). Por outro lado, na inoculagdo via endovenosa ou intraperitoneal, ha maior
chance de todos os animais receberem a mesma carga bacteriana, garantindo que a
simulac&o de infeccao sistémica seja mais facilmente otimizada (Santana et al., 2022).
Nesse viés, o modelo murino de infec¢ao por L. monocytogenes torna-se uma atraente

estratégia para investigacao da eficacia de bioativos com potencial imunomodulador.
3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizar a atividade imunomoduladora da lectina de Canavalia brasiliensis

(ConBr) em modelo de infecgao experimental por Listeria monocytogenes.
3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a influéncia da ConBr sobre o perfil e quantidade de leucécitos no fluido

peritoneal e sangue de camundongos Swiss estimulados com carragenina;
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b) Determinar a influéncia da ConBr na expressao génica das citocinas IL- 183, IL-10 e

TNF-a no bago de camundongos Swiss estimulados com carragenina;

c) Analisar a viabilidade celular de macréfagos peritoneais infectados por Listeria

monocytogenes em resposta aos tratamentos com ConBr;

d) Avaliar a influéncia da ConBr sobre o perfil e quantidade de leucécitos no fluido

peritoneal e sangue de camundongos Swiss infectados por L. monocytogenes;

e) Avaliar a influéncia da ConBr sobre a eliminagdo de bactérias no sangue, fluido

peritoneal, no bago e figado de camundongos Swiss infectados por L. monocytogenes;
4. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA n° 5315260821). Todos os

ensaios foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Imunologia da UFRPE.
4.1 Materiais

Alectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) foi obtida pela Dra. Ayrles Fernanda
Silva, a partir de sementes da planta, sob supervisao do Prof. Dr. Marcio Viana Ramos,
do Laboratério de Bioquimica Vegetal da Universidade Federal do Ceara (UFC)
(Sisgen - AE9053B). A lectina foi purificada e isolada através de cromatografia de
afinidade em coluna com matriz de Sephadex G-50, conforme Moreira e Cavada
(1984). A carragenina comercial foi adquirida da empresa Sigma - Aldrich Brasil LTDA
(C1013-250).

4.2 Animais

Os Camundongos, N°= (40), foram obtidos através do Biotério do Laboratério
de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco.
Todos os animais eram fémeas de camundongos linhagem Swiss adultos (3 - 4
semanas de idade) com peso entre 30g - 40g, que foram mantidos em gaiolas com
livre demanda de agua e racdo em biotério com controle de luminosidade 12h
claro/escuro e temperatura entre 22° - 24° C e livres de situagdo patogénica até o

momento do experimentos.
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4.3 Microrganismo

A cepa patogénica de Listeria monocytogenes (L619), isolada de caso clinico
humano, e pertencente ao acervo de bactérias do Instituto Ageu Magalhdes
(FIOCRUZ, Recife - PE), foi cedida pela Dra. Nilma Cintra (FIOCRUZ/UFPE). As
bactérias foram mantidas congeladas a -20° C em glicerol a 10%. Para uso nos
experimentos as bactérias foram reativadas pela incubagdo overnight em caldo
enriquecido seletivo para Listeria. As culturas foram ajustadas em espectrofotdmetro
a 630 nm, considerando a densidade optica de 0.5 correspondente a 108 células/mL.
Em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas para ajustar a concentragdo em 103

células/ mL, usada nos experimentos.
4.4 Inflamagao experimental in vivo com carragenina

Para indugdo da peritonite, camundongos Swiss (n=4/grupo) foram
administrados, via intraperitoneal, com carragenina (0,2 mL; 0,5 mg/animal). Apés 30
minutos, os animais foram submetidos a inje¢des contendo ConBr (1 e 10 mg/kg), via
endovenosa, através da veia da cauda. Camundongos saudaveis, submetidos a
inflamacéo e administrados com PBS (Tampéo fosfato-salino) ou com dexametasona

(0,5 mg/kg) foram utilizados como controles, conforme descrito a seguir:

Grupo | (controle): Saudavel

Grupo Il (controle): Carragenina + PBS

Grupo Il (controle): Carragenina + Dexa (0,5 mg/kg)
Grupo IV (experimental): Carragenina + ConBr (1 mg/kg)
Grupo V (experimental): Carragenina + ConBr (10 mg/kg)

Apos 6h da administracdo dos tratamentos, foram retiradas aliquotas de
sangue via plexo retro-orbital para contagem total e diferencial de leucdcitos.
Posteriormente, foram realizadas as eutanasias por meio da inalacdo excessiva do
anestésico inalatorio Isoflurano. Atestada a morte, o ventre dos animais foi limpo com
alcool 70% e dissecado de forma asséptica para a exposicao do peritdnio. A seguir,
foi injetado na cavidade peritoneal 10 ml de PBS estéril. Aliquotas de fluido peritoneal
foram retiradas com auxilio de pipeta estéril, para quantificagcao de leucécitos totais e
diferenciais. Logo apds, o bacgo foi retirado para extracdo de RNA e analise da

expressao génica de mediadores inflamatorios.
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4.5 Infecgao experimental in vivo com Listeria monocytogenes

Para infeccdo dos animais (n=4/grupo), foi inoculada uma suspensao de L.
monocytogenes, por via intraperitoneal (0,2 mL; 1 x 103 UFC/mL). Apds 30 minutos da
administracao do indculo bacteriano, os animais foram tratados com ConBr (1 e 10
mg/kg) ou administrados com dexametasona (0,5mg/kg), gentamicina (10mg/kg) ou

PBS, via endovenosa. Os grupos foram divididos conforme descrito a seguir:

GRUPO | (controle): Listeria + PBS

GRUPO Il (controle): Listeria + Dexa (0,5 mg/ Kg)
GRUPO llI (controle): Listeria + Gen (10 mg/KQ)
GRUPO IV (experimental): Listeria + ConBr (1 mg/kg)
GRUPO V (experimental): Listeria + ConBr (10mg/kg)

Depois de 6h de tratamento, o sangue foi retirado via plexo retro-orbital para
contagem total e diferencial de leucécitos e quantificacdo de unidades formadoras de
colénias (UFC). Em seguida, foi realizada a eutanasia por meio da inalagdo excessiva
do anestésico inalatorio Isoflurano. Apés a morte, o ventre dos animais foi limpo e foi
injetado na cavidade peritoneal 10 ml de PBS estéril. Aliquotas de fluido peritoneal
foram retiradas para quantificacdo de leucdcitos totais e diferenciais, analise da
viabilidade dos macrofagos e contagem de UFC. Seguidamente, o figado e o baco

foram retirados para quantificagado de bactérias.
4.6 Viabilidade de macréfagos infectados

Macrofagos peritoneais (pMJ) de animais infectados com L. monocytogenes e
tratados com ConBr (10 e 1 mg/kg) e grupos controles administrados com
dexametasona, gentamicina ou administrados com PBS, foram submetidos a analise
de viabilidade celular. Aliquotas do fluido peritoneal contendo os macréfagos foram
retirados de cada animal e adicionadas a placa de poliestireno 96 pogos, e logo apés,
a placa foi incubada a 5% de CO2/37°C por 24h para fixacdo das células na placa. No
dia seguinte, foi adicionado 20ul de resazurina (0,15 mg/ml em PBS estéril) aos pogos
por 4h, seguido de leituras em espectrofotdmetro a 570 e 600 nm. A viabilidade celular
foi expressa em porcentagem em relagado aos macrofagos peritoneais nao tratados de

animais infectados.
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4.7 Quantificagao bacteriana

Para quantificacdo de unidades formadoras de colbénias (UFC), bago e figado
foram macerados em PBS e em seguida, foram submetidos a diluigdes seriadas (10"
1,102 e 10%). A seguir, uma aliquota de cada diluigio foi semeada em placas de Petri
com Agar Mueller Hinton. Amostras de fluido peritoneal e sangue também foram
diluidas e quantificadas. Todas as placas foram incubadas em estufa por 24 horas a

37°C, e apods esse periodo, as coldnias foram quantificadas.
4.8 Contagem total e diferencial de leucécitos

Para contagem total de leucécitos, 20uL de sangue (coletado via plexo retro-
orbital) e 20 uL de fluido peritoneal foram corados com 180uL de reagente Turk e as
células totais quantificadas em camara de Neubauer, com o auxilio de um microscépio
optico. Para contagem diferencial de leucocitos, foram utilizados 10 pL de fluido
peritoneal e de sangue para realizagao do esfregaco na lamina, e posteriormente, as
laminas foram coradas com kit pandtico rapido. Logo apéds, neutrdfilos, linfocitos,
monocitos e eosindfilos foram contados em microscopio Optico e os resultados

expressos em média * erro padrdo médio x 103 de células/mm?.
4.9 Expressao génica de mediadores inflamatérios

O RNA total do bago de animais inflamados com carragenina, foi extraido de
acordo com Nascimento et al., (2016). A pureza do RNA foi confirmada em
espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Scientific). O RNA foi empregado como
molde para sintese de DNA complementar (cDNA) por meio de transcrigao reversa,
utilizando o Primer p(dT)15 para sintese de cDNA (Roche Diagnostic, ref
10814270001). A integridade do cDNA foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (70 V, 120 A por 35 minutos) corado com corante blue-green (LGC
Biotechnology). Para amplificagdo por RT-gPCR Tempo Real, foi utilizado o kit
comercial (SIGMA-SYBR-Green Quantitative RT-qgPCR KIT) e primers especificos
para amplificagdo das citocinas Interleucina 1 beta (IL-1pB), Interleucina 10 (IL-10) e
Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a). No preparo da reagao foram adicionadas as
seguintes quantidades: 2,0 yL de cDNA, 2,0 ul de MgClz, 9,0 uL de SYBR-Green, 0,4
ML (100 uM) de cada primer € 6,2 uL de agua ultrapura para um volume final de 20 pL.
O controle interno de amplificacéo foi realizado utilizando primers para amplificacao
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da proteina Ubiquitina C (UBC), conforme Tavares et al., (2023). As reag¢des de RT-
gPCR foram realizadas com as seguintes condic¢des: 40 ciclos de 95°C/15 segundos,
60°C/60 segundos (Rotor Gene Q series - Qiagen). As sequéncias de primers

utilizadas estao descritas na Tabela 1.

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

seguinte férmula:
AACt = [(Ct Glcontrole— Ct UBCControIe) - (Ct G|Experimental Ct UBCExperimentaI)]

Onde Gl representa os valores de Ct (Cycle Threshold) dos genes de interesse
expressos no grupo experimental (estimulados e tratados com ConBr), os resultados

expressam a variagao relativa aos grupos controles utilizando a formula 224CT,

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

Nome do gene Sequéncia de primers

TNF-a (F) ATTATGGCTCAGGGTCCAAC
(R) AAAGCCCATTTGAGTCCTTG

IL-1B (F) TGAGCACCTTCTTTTCCTTCA
(R) TTGTCTAATGGGAACGTCACAC

IL-10 (F) CATGGGTCTTGGGAAGAGAA
(R) AACTGGCCACAGTTTTCAGG

UBC (controle interno) (F) CCCAGTGTTACCACCAAGAAG
(R) CCCCATCACACCCAAGAACA

4.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. As
diferencas estatisticas entre os grupos foram obtidas por analises de variancia
(ANOVA) seguidas pelo teste de Bonferroni com intervalo de confianca de P < 0,05.
Para analises e elaboracdo dos graficos foi utilizado o programa Graphpad Prism

versao 8.0.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de lectinas vegetais tem avangado consideravelmente nas ultimas
décadas, sobretudo para fins farmacologicos (Assreuy et al., 1997; Reis et al., 2008;
Patriota et al., 2022). A lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) tem sido analisada
frente a diversos modelos experimentais que procuram avaliar suas propriedades
terapéuticas, como acgao cicatrizante (Silva et al., 2009), efeito antinociceptivo (Pires
et al., 2013), antitumoral (Silva et al., 2014) e antiviral (Gondim et al., 2019). Nesse
contexto, a ConBr tem se destacado como um adjuvante imune capaz de modular a
resposta inflamatdria em favor do hospedeiro (Batista et al., 2017), e por isso, tornou-

se alvo de investigacado do presente trabalho.

Inicialmente, avaliamos se em um modelo de inflamacdo experimental, a
administracdo endovenosa da ConBr poderia influenciar a regulagdo do processo
inflamatdrio. Para tanto, camundongos Swiss foram administrados com carragenina,
via intraperitoneal, com o objetivo de induzir a peritonite. Na fase de tratamento, foi
utilizado ConBr 1 e 10 mg/kg, conforme estudos anteriores que evidenciam a
efetividade e atoxicidade da lectina nessas concentragdes (Pinto et al., 2013; Barbosa,
2013; Oliveira et al., 2022). Além disso, adicionamos grupos controles contendo
animais sem tratamento ou administrados com dexametasona, um glicocorticoide anti-
inflamatdrio que serviu de parametro para comparar a atividade imunomoduladora da

ConBr no recrutamento de leucécitos para a cavidade intraperitoneal.

A inflamacao é considerada um processo essencial para ativagao da resposta
do hospedeiro ao dano celular causado por microrganismos patogénicos, agentes
fisicos, quimicos e reagdes imunologicas (Wallach; Kang; Kovalenko, 2014). Assim, a
reacao inflamatdria aguda é caracterizada pela vasodilatacao, exsudacgao de fluidos e
migracao de leucécitos, especialmente neutrofilos, que sao atraidos para o local da
inflamacéao através de quimiotaxia, movendo-se em dire¢do aos gradientes quimicos

formados pelos mediadores inflamatorios (Sherwood; Toliver-Kinsky, 2004).

Com o intuito de avaliar a influéncia da ConBr no recrutamento leucocitario
durante o pico da reposta inflamatdria, foram realizadas quantificagdes de leucdcitos
totais e diferenciais em esfregacos de fluido peritoneal e sangue periférico dos animais
submetidos a inflamagao experimental com carragenina e posteriormente tratados

com ConBr apds 6 horas.
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No fluido peritoneal ndo foram observadas diferengas estatisticas que
indicassem aumento ou redugdo da contagem de leucdcitos totais nos animais
tratados com ConBr (1 e 10 mg/kg), em relagdo aos demais grupos. No entanto, na
contagem diferencial de leucdcitos, observou-se que, quando comparado aos outros
grupos, ConBr nas concentracbes de 1 e 10 mg/kg aumentou a migragdo de
neutrofilos para cavidade peritoneal (Tabela 2-A).

A quantificagdo total de leucdcitos no sangue periférico apontou que a ConBr
(1 e 10 mg/kg) promoveu aumento da circulagéo de leucocitos no sangue apds 6 horas
do tratamento. A contagem diferencial de leucdécitos no sangue mostrou que os
animais tratados com ConBr 10 mg/kg também apresentaram maior quantidade de
neutréfilos quando comparado ao grupo de animais administrados com PBS ou
administrados com dexametasona (P < 0,05). Por outro lado, animais tratados com
ConBr 1 mg/kg apresentaram diferenca no quantitativo de linfécitos apenas quando

comparados ao grupo dexametasona (Tabela 2-B).

Anteriormente, Rodriguez et al., (1992) e Bento et al., (1993) relataram o
aumento de leucécitos em camundongos saudaveis administrados com ConBr.
Enquanto Silva et al., (2016) demonstraram uma infiltracdo leucocitaria significativa
para a cavidade peritoneal e sangue de camundongos que receberam pré-tratamentos
com ConBr, em um modelo de infec¢do experimental por Salmonella Typhimurium.
Este estimulo a migracdo de células imunes para o sitio inflamado/infectado, em
especial neutrdfilos e células mononuclereares, € importante para o inicio da resposta
a lesao tecidual através da ativacdo de mais células imunes por quimiotaxia (Silva;

Carvalho; Roque-Barreira, 2012).

Os neutrdfilos séo as primeiras células que migram para local da inflamacéo
por sua capacidade de migrar, fagocitar e produzir produtos reativos de oxigénio
(Coelho et al., 2006). A acdo das lectinas sobre a modulacdo da resposta inflamatoria
mediada por neutrdfilos, ocorre através da interagcéo direta com a célula imune ou por
um mecanismo indireto que envolve mediadores inflamatérios e outros quimioatrativos
liberados por células residentes e infiltrantes (Figueiredo et al., 2009). O recrutamento
de neutrdéfilos induzida pela ConBr ocorre por via indireta, mediante aumento na
expressdo de citocinas inflamatorias (Silva et al., 2016), embora esse aumento
também seja associado a maior liberac&o de oxido nitrico (NO) (Andrade et al., 1999;
Silva et al., 2011).
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TABELA 2- Contagem total e diferencial de leuctcitos em camundongos Swiss apos

6 horas de tratamento contra peritonite induzida por carragenina.

A- Quantificagdo de leucécitos no fluido peritoneal (103/mm?3)
Leucécitos Contagem diferencial de leucécitos
Grupos totais
(10°/mm?) | Neutrofilos Linfécitos | Mondcitos | Eosindfilos
Saudavel 1,11 £0,28 0,03 +£0,016 0,85+ 0,29 0,22+0,11 0,00+ 0,00
S PBS 1,72 +£0,78 0,01 £ 0,02 0,79 £ 0,35 0,60+ 0,56 0,00 0,00
c
c
% Dexapsmgka) 070 +0,27% 0,00£0,00 0,66+0,29 0,03+0,02 0,000,00
5
O | ConBrumgkg 1,36+0,18 0,24+ 0,055 0,24 +0,07* 0,87+0,15*5 0,00 + 0,00
ConBraomgkgy 1,08 +0,24 0,25+0,13 *¥8 0,20+0,12** 0,62+0,10 0,00+ 0,00
B- Quantificagdo de leucécitos no sangue (103/mm3)
Leucécitos Contagem diferencial de leucécitos
Grupos totais
(10°mm?) ' Neutrsfilos | Linfécitos | Monécitos | Eosinéfilos
Saudavel 2,63+0,76 0,36 £ 0,29 1,67 £0,17 0,60+0,33 0,00+0,00
PBS 3,67+1,84 0,05+ 0,08 2,77+£257 0,08+0,08 0,00%0,00
©
= | Dexa osmgkg) 1,280,559 0,00+0,00 1,05+052 0,23+0,22 0,00+ 0,00
2
L | COnBramgke 516:0,89*° 070%0,30 4,12+095° 0,33%0,06 0,00 0,00
o
ConBraomgikg) 4,90 £0,478 0,92 +0,65%% 3,53 +0,28 0,33+£0,20 0,00+0,00

* p < 0,05 indica diferenga estatistica comparada ao grupo saudavel; ¥ p < 0,05 indica diferencga estatistica
comparada ao grupo carragenina + PBS; 8 p < 0,05 indica diferenca estatistica comparada ao grupo
dexametasona. (ANOVA one-way, seguido do teste de Bonferroni).
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FIGURA 2- Expressao génica dos mediadores inflamatérios IL-1 (A), IL-10 (B) e TNF-

a (C) em animais inflamados com carragenina e tratados com ConBr apds 6 horas.
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Para determinar quais possiveis mediadores inflamatérios poderiam ter sido
acionados com os tratamentos com ConBr no modelo experimental da peritonite
induzida por carragenina, foi avaliada a expressdo génica de citocinas pro- e anti-
inflamatdrias. Nossos resultados demonstram que a ConBr modulou a expressao
génica das citocinas IL-1B, IL-10 e TNF-a, contudo de forma semelhante aos niveis
basais induzidos no grupo inflamado administrado com dexametasona (Figura 2). Em
estudos anteriores a ConBr foi capaz de induzir in vitro a proliferagéo linfocitaria com
producdo de IFN-y, IL-4, IL-10 e TNF-a (Cavada et al, 2001) e a produgdo de
transcritos de RNAm para IL-6, TNF-a e IL-12 (Batista et al., 2017).

Com base nos resultados iniciais, prosseguimos para avaliagcdo da ConBr
diante da infecgdo por Listeria monocytogenes. Nesse modelo de listeriose
experimental os animais foram inoculados com doses subletais da bactéria via
intraperitoneal, e em seguida, tratados com ConBr via endovenosa. Apds 6 horas, a
os animais foram avaliados para verificar qual o efeito dos tratamentos com a lectina
na disseminagao sistémica da bactéria. Para isso, além de um grupo controle tratado
com dexametasona, foi incluido um grupo tratado com gentamicina, um antibiético

frequentemente utilizado para tratar listeriose.

Sabe-se que os macrofagos sao importantes efetores celulares envolvidos na
apresentacao de antigenos e na atividade bactericida, sendo capazes de expressar
moléculas efetoras citotoxicas como peroxidase, protease citolitica, 6xido nitrico (NO)
e citocinas pro-inflamatdrias (Kesherwani; Sodhi, 2007). Com o propésito de analisar
a influéncia da ConBr sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais (pMQ) nos
animais infectados por L. monocytogenes e tratados com a lectina, foi realizado um
teste de viabilidade celular. Nesse sentido, apds 6h de tratamento com ConBr (1 e 10
mg/kg), ndo houve diferengas estatisticas que sugerissem aumento na viabilidade
celular dos grupos tratados com a lectina, quando comparados ao grupo PBS
(infectado/ndo tratado) (Figura 3).
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FIGURA 3 - Viabilidade celular de pMd de camundongos Swiss tratados com ConBr

(1 e 10 mg/kg) apos a infecgéo por L. monocytogenes.
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Com a finalidade de verificar a influéncia da ConBr no recrutamento de
leucdcitos durante a infecgao por L. monocytogenes, foram realizadas quantificagbes
de leucdcitos totais e diferenciais em esfregacos de fluido peritoneal e sangue

periférico dos animais infectados e tratados com ConBr, apds 6 horas.

Conforme € possivel observar na Tabela 3- A, ndo houve diferencas estatisticas
na quantificagao total e diferencial de leucécitos presentes no fluido peritoneal entre
todos os grupos. Com relagéo a contagem total de células no sangue periférico ndo
houve diferenga estatistica entre os grupos tratados com a lectina e o grupo
infectado/nao tratado (PBS). Entretanto, a analise estatistica apontou diferenga
significativa entre os animais tratados com ConBr 10 mg/kg e os animais tratados com
dexametasona, evidenciando apenas o efeito imunossupressor do glicocorticoide
(Tabela 3-B).

Em um estudo utilizando ConBr (0,1, 1 e 10 mg/kg) via endovenosa para tratar
pancreatite induzida, Oliveira et al., (2022) observaram a redug¢ao da infiltragao
neutrofilica pancreatica, em camundongos tratados com a lectina. Neste trabalho, a
contagem diferencial de leucdcitos no sangue periférico de animais infectados por L.
monocytogenes e posteriormente tratados com ConBr, evidenciou apenas um menor
numero de neutrdéfilos nos animais tratados com gentamicina, quando comparado com
animais administrados com PBS (Tabela 3-B). A partir disso, € possivel considerar que
a ConBr nao influenciou o recrutamento de leucécitos para o peritbnio ou sangue de

animais infectados por L. monocytogenes apés 6 horas de tratamento.

No decorrer da infeccao, L. monocytogenes possui a capacidade de transitar
do epitélio intestinal para a corrente sanguinea e se disseminar para 6rgaos alvo,
como figado e bago (Cossart; Toledo-Arana, 2011). Dessa forma, o sangue periférico,
fluido peritoneal, baco e figado de camundongos Swiss infectados por L.
monocytogenes foram avaliados quanto a carga bacteriana apds 6 horas da aplicagcao
endovenosa de ConBr. As analises das quantificacdes bacterianas demonstraram que
os grupos tratados ConBr (1 e 10 mg/kg) ndo apresentaram diferenga significativa,
quando comparado aos grupos controles em nenhum dos érgéos ou fluidos testados
(Figura 4).
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TABELA 3 - Contagem total e diferencial de leucdcitos em camundongos Swiss apos

6 horas de tratamento contra infecgao por Listeria monocytogenes.

A- Quantificagao de leucécitos no fluido peritoneal (103/mm?3)
Leucécitos Contagem diferencial de leucécitos
Grupos totais
(10%mm°) | Neytrsfilos | Linfocitos | Monécitos | Eosinéfilos
@ PBS 1,02+0,18 0,11 +£0,09 0,54+£0,36 0,18+0,16 0,00+ 0,00
S
é"’ Dexa osmgkg 0,80 £0,08 0,07+0,01 067+0,07 0,05+0,01 0,00+ 0,00
S
é Gen womgkgy 0,72£0,11 0,05+£0,02 059+0,12 0,07+0,00 0,00 0,00
§ CONnBr umgkgy 1,06 0,22 0,04+0,02 0,79+021 0,22%0,15 0,00 0,00
3 ConBruomgkg 0,72%0,25 0,07+0,03 054+0,19 0,09+0,04 0,00+ 0,00

B- Quantificagao de leucécitos no sangue (103/mm3)
Leucécitos Contagem diferencial de leucécitos
Grupos totais
(10°/mm°) | Neytrsfilos | Linfocitos | Monocitos | Eosinéfilos
» PBS 2,6 +1,31 0,37+0,15 212+1,16 0,15+0,12 0,00 £ 0,00
5
D | Dexa osmgrgy 1,51+0,33 0,15+0,05 123+0,30 0,12+0,03 0,00 + 0,00
S
Q
% Gen womgkg) 3,43 +0,89 0,07 +0,14* 0,92+1,84 0,02+0,04 0,00+ 0,00
g
8 | ConBr umgkg 3,33£0,86 0,21+0,09 225+097 0,11£0,10 0,00 0,00
()
k]
~ | ConBruomgngy 3,72 +0,54* 029%0,05 3,29+0,56 0,13+0,07 0,00 + 0,00

* p < 0,05 indica diferenca estatistica comparada ao grupo PBS; # p < 0,05 indica diferenga estatistica comparada
ao grupo dexametasona; (ANOVA one-way, seguido do teste de Bonferroni).
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FIGURA 4. Quantificagdo de UFC de L. monocytogenes apos tratamento de 6 horas

com ConBr (1 e 10mg/kg) no sangue (A), fluido peritoneal (B), bago (C) e figado (D)
de camundongos Swiss.
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6. CONCLUSAO

Embora os resultados obtidos nos testes com o modelo de inflamacéao
experimental utilizando carragenina indicassem um potencial imunomodulador da
lectina ConBr, através do aumento da infiltragcao leucocitaria no local da inflamacéo,
nao foi possivel verificar esse mesmo efeito nos testes realizados com o modelo de
infeccao por Listeria monocytogenes. A administragdo endovenosa de ConBr (1 e 10
mg/kg) ndo foi capaz de influenciar a contagem de leucdcitos totais e diferenciais no
fluido peritoneal e sangue de animais infectados, nem aumentou a viabilidade celular
dos macrofagos peritoneais. Além disso, ndo reduziu a contagem bacteriana no
sangue, fluido peritoneal, bacgo e figado. Portanto, considerando as concentragdes,
tempo de tratamento e vias de administracido testadas, a ConBr ndao exerceu agao

imunomoduladora que fosse benéfica ao controle da listeriose experimental.
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