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Figueira LW. Efeito do extrato de Curcuma longa L. sobre infeccbes in vitro por
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans em
macréfagos murinos (RAW 264.7) [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

Os seres humanos vivem em constante relacdo com micro-organismos, comensais e
patogénicos, que podem ameacar a homeostase do hospedeiro. Espécies
patogénicas apresentam mecanismos capazes de contornar as barreiras de defesa
do hospedeiro, facilitando sua disseminacéo e proliferacdo nos tecidos invadidos.
Cepas resistentes aos antimicrobianos disponiveis surgem diariamente, por isso, é
relevante encontrar métodos alternativos para controla-las. Produtos de plantas
medicinais vem sendo investigados para essa finalidade. No presente estudo, foi
avaliada a capacidade do extrato de C. longa em controlar infec¢des in vitro por S.
aureus, P. aeruginosa e C. albicans em macrofagos murinos (RAW 264.7). Para isto,
foram aplicadas as concentracdes inibitérias minimas (CIM) do extrato vegetal nas
infeccdes e por meio de andlise da fagocitose foi analisado a contribuicdo delas para
a eliminacdo destes micro-organismos. A viabilidade dos macrofagos foi analisada
por meio de teste colorimétrico com corante vermelho neutro. Foram checadas a
producao de citocinas inflamatérias (IL-18, IL-6, TNF-a e IL-10) e éxido nitrico (NO),
por ELISA e com reagente de Griess, respectivamente. Os resultados foram
analisados por ANOVA e Tukey’s Test (P < 0.05). Foi verificado que o extrato de C.
Longa auxiliou de maneira efetiva os macrofagos na fagocitose dos micro-
organismos avaliados, apresentando reduc¢des significativas de unidades formadoras
de colbnia por mililitro (UFC/mL), e atuou mediacdo da sintese de citocinas e NO.
Os macrofagos apresentaram-se viaveis durante a infeccdo. Desta forma, foi
constatado que o extrato de C. longa foi capaz de auxiliar in vitro os macréfagos na
eliminacdo de S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans, além de proporcionar efeito
imunomodulador na sintese de IL-1B, TNF-a, IL-10 e NO, no intuito de controlar as
infecgdes microbianas in vitro.

Palavras-chave: Curcuma longa. Infeccdo. RAW 264.7. Staphylococcus aureus.
Pseudomonas aeruginosa. Candida albicans.



Figueira LW. Effect of Curcuma longa L. extract on Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans in vitro infections in murine
macrophages (RAW 264.7) [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Techonology; 2017.

ABSTRACT

Humans live in constant contact with microorganisms, commensals and pathogens,
which may threaten host homeostasis. Pathogenic species present mechanisms able
circumventing the host defense barriers, facilitating their dissemination and
proliferation in invaded tissues. Antimicrobial-resistant strains emerge daily, then it is
important finding an alternative method to control them. Medicinal plant products
have been investigated for this purpose. In this study, the ability of C. longa extract to
control in_vitro infections by S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans in murine
macrophages (RAW 264.7) was evaluated. For this, the minimum inhibitory
concentrations (MIC) of the plant extract were used in the infections. Phagocytosis
was analyzed to check if they would contribute to eliminate these microorganisms.
The viability of the macrophages was analyzed by colorimetric test using neutral red
dye. Productions of inflammatory cytokines (IL-18, IL-6, TNF-a and IL-10) and nitric
oxide (NO) were verified during infection by ELISA and Griess's reagent,
respectively. The results were analyzed by ANOVA and Tukey's Test (P < 0.05). C.
Longa L. extract effectively assisted the macrophages in the phagocytosis of the
evaluated microorganisms, presenting significant reductions of colony-forming units
per milliliter (CFU/mL), and mediated the synthesis of cytokines and NO. In addition,
macrophages were viable during infection. C. Longa L. extract assisted in vitro the
macrophages in the elimination of S. aureus, P. aeruginosa, and C. albicans,
promoting immunomodulatory effect in the synthesis of IL-18, TNF-a, IL-10 and NO,
in order to control microbial infections in vitro.

Keywords: Curcuma longa; Infection; RAW 264.7; Staphylococcus aureus;
Pseudomonas aeruginosa; Candida albicans.




1 INTRODUCAO

Os seres humanos vivem em constante relacdo com micro-organismos,
tanto comensais como patogénicos que podem ameacar a homeostase do
hospedeiro. As espécies patogénicas apresentam mecanismos capazes de
contornar as barreiras de defesa do corpo, facilitando sua disseminacdo e
proliferacéo nos tecidos invadidos, prejudicando as funcdes normais do hospedeiro e
consequentemente gerando quadros de infec¢cdo e processo inflamatério (Chaplin,
2010). Micro-organismos possuem fatores especificos que desafiam a imunidade
durante uma infeccdo (Flannagan et al., 2015), como bloqueio de atividade de
proteinas opsonizantes, capacidade de residir em vacuolos endossémicos, sintese
de adesinas que possibilitam aderéncia em células epiteliais e de proteinas com
efeito citotdéxico (Wilkinson et al., 1979; Menzies, Kourteva, 1998; Bem-Haj et al.,
2011).

No presente estudo foram analisadas cepas de relevancia clinica, capazes
de causar infeccdes em multiplos sistemas, como S. aureus, P. aeruginosa e C.
albicans. Sabe-se que S. aureus é responsavel por infeccfes hospitalares, porém
pode também provocar doencas fora destes ambientes. E capaz de infectar os
tecidos do corpo, provocando pequenas infeccbes cutaneas, além de bacteremia,
endocardite, pneumonia necrotizante e sindrome de choque téxico (Klein et al.,
2007). A capacidade para formar biofilme também é considerada uma importante
forma de sobrevivéncia e de viruléncia desta espécie (Moretro et al., 2003). Muitas
formas de infeccdo por S. aureus estdo associadas a formacdo de biofilme em
tecidos ou em biomateriais implantados (Cassat et al., 2007). Esta bactéria € uma
das constituintes da microbiota oral, sendo isolada em 24% a 84% em adultos
saudaveis e 48% entre a incidéncia de desgaste de protese dentaria, além de ser
responsavel por doencas como queilite aguda, parotidites e mucosite oral
estafilococica (MacFarlane, Helnarska, 1976; Goldberg, 1981; Bagg et al., 1995;
Tawara et al.,, 1996). Em adicdo também é sugerido que S. aureus pode ter um
papel em falhas de implantes dentario (Kronstrém et al., 2001; Rokadiya, Malden,
2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaplin%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20176265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flannagan%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26633519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilkinson%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=393630
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MacFarlane%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1067101
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Helnarska%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1067101
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Helnarska%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1067101
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P. aeruginosa pode ser isolada do trato intestinal e de outras superficies
mucosa. Nos dentes estdo dispostas na forma de biofilme e sdo consideradas uma
das principais causas de infeccdo hospitalar oportunista (Barbeau et al, 1998), além
de causar infeccbes em pacientes imunocomprometidos e em individuos tratados
com agentes antimicrobianos de amplo espectro (Morrison, Wenzel, 1984; Martin,
1987). Também é comum, a colonizacdo deste micro-organismo no trato respiratério
de pacientes que utilizam respiracdo mecanica, no trato gastrointestinal de pacientes
em quimioterapia anticancerigena e na pele de pacientes queimados (Pollack et al.,
2000). Na cavidade oral, podem causar periodontite pela presenca de biofilme
supragengival (da Silva-Boghossian et al., 2011). Além disso, esta bactéria pode
causar infeccdo pulmonar grave quando células do biofilme dentério séo dispersos
na forma de aerossois por brocas de alta velocidade na rotina odontologica (Barbeau
et al., 1996).

C. albicans estd presente na microbiota do trato gastrointestinal ou
orofaringe de muitos individuos e pode ser considerada como um micro-organismo
patogénico oportunista, uma vez que, formas comensais sdo inofensivas para
individuos saudaveis (Holzheimer, Mannick, 2001; Calderone, 2002). Porém, quando
as defesas imunolégicas do hospedeiro estdo enfraquecidas ou a microbiota local é
perturbada, essa levedura pode causar infeccdes em mucosas, como vaginite e
candidiase muco-cutanea aguda e crbénica (Ruhnke, 2002; Parkin, 2006). Em
pacientes imunocomprometidos por quimioterapia, virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) ou transplantes, C. albicans pode provocar infeccdo sistémica
potencialmente fatal e atingir 6rgdos, como rim, figado e cérebro (Filler, Kullberg,
2002). A translocacdo deste fungo através da mucosa gastrointestinal para a
corrente sanguinea € provavelmente o mecanismo mais comum pelo qual a
colonizagéo se torna sistémica (Holzheimer, Mannick, 2001). Na cavidade oral essa
levedura pode causar candidose pseudomembranosa e eritematosa (Parkin, 2006).

Neste estudo, a acdo do extrato de C. longa L. foi analisada sobre
infeccbes in vitro induzidas em macréfagos murinos, uma vez que, tem sido
comprovados os efeitos antimicrobiano (Singh et al.,, 2017) e anti-inflamatorio
(Chandrasekaran et al., 2013; Toden et al., 2017) deste vegetal. Em adicéo, foi
demonstrado que C. longa L. também apresenta outras atividades biolégicas, como

antiparasitaria (Filho et al., 2009), anticarcinogénica (Hashim et al., 2013) e acédo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20MV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3117080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3032048/#b0070
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3032048/#b0070
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chandrasekaran%20CV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23798880
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sobre lipoproteinas plasmaticas (Ganjali et al., 2017). Entretanto, ainda ndo foram
relatados na literatura estudos sobre o efeito deste vegetal no controle de infec¢des
in vitro.

C. longa L. é um vegetal perene que pertence a familia Zingiberaceae,
sendo encontrada em regides tropicais e subtropicais do planeta, sendo amplamente
cultivada em paises como india e China (Eigner, Scholz, 1999). Tem sido utilizada
como planta medicinal (Aradjo, Leon, 2001), tempero e corante alimenticio natural
(Cecilio Filho et al., 2000).

A importancia dos fagocitos no controle de infecgbes por micro-organismos
tem sido relatada (Krysan et al.,, 2014; Anantharajah et al., 2015; Lopez, Hung,
2017), porém, estudos que analisam efeitos farmacoldgicos de plantas medicinais
nestas infeccdes ainda sdo escassos. Em contrapartida, tem sido encontrados
estudos que constataram as ac¢des antimicrobiana e anti-inflamatéria de diferentes
extratos sobre algumas cepas microbianas (de Oliveira et al., 2013a; de Oliveira et
al., 2013b; de Oliveira et al., 2014; Mostafa et al., 2017; Yuan et al., 2016).

Desta forma, podemos perceber a necessidade de demonstracéo da eficacia
de produtos vegetais sobre micro-organismos em infec¢bes, analisando a
capacidade deles em melhorar a acdo de células de defesa, seja por fagocitose ou
pela producdo de mediadores quimicos inflamatorios. A utilizacdo destes produtos
pode complementar ou ser uma alternativa para controlar micro-organismos, uma
vez que, tem sido constantemente relatado casos de resisténcia aos antimicrobianos

disponiveis.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X17300773
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2 PROPOSICAO

Avaliar a capacidade do extrato de C. longa L. em controlar infecgdes in vitro
por S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans em macrofagos murinos (RAW 264.7),

por analise dos processos de fagocitose e imunorregulagao.

2.1 Objetivos especificos

a) Determinar a CIM do extrato de C. longa L. por meio de teste de
microdiluicdo em caldo;

b) Promover infecgao in vitro;

c) Realizar ensaio de viabilidade dos macréfagos nas infec¢des;

d) Verificar a producéo de citocinas pelos macrofagos nas infecgdes;

e) Verificar a geracdo de NO nas infeccoes;

f) Analisar a fagocitose por coloracdo de GIEMSA,;

g) Analisar a fagocitose por microscopia eletrénica de varredura.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extrato vegetal

O extrato de C. longa L. (Seiva Brazilis, S&do Paulo, Brasil), foi adquirido na
concentracdo de 200 mg/mL em propilenoglicol, com os devidos laudos e

especificacoes.

3.2 Micro-organismos

Foram utilizadas cepas de referéncia (ATCC - American Type Culture
Collection) de S. aureus (ATCC 6538), P. aeruginosa (ATCC 15442) e C. albicans
(ATCC 18804), provenientes do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia
(ICT/UNESP). As cepas foram mantidas a -80°C em caldo Brain Heart Infusion (BHI
— Himedia, Mumbai, india) com glicerol 20%, para as bactérias, e em caldo Yeast
Extract Peptone Dextrose (YPD — Himedia) com glicerol 16%, para C. albicans. A
adicdo de glicerol evita a formacéo de cristais de gelo que podem comprometer a
integridade da célula microbiana. Para os testes, as cepas foram reativadas em agar
BHI (Hemedia) ou agar Sabetouraud dextrose (SD — Hemedia) por 24 h a 37°C.

3.3 Teste de microdiluicdo em caldo

A concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato foi determinada por teste
de microdiluicio em caldo, de acordo com Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2002, 2003, 2012). Para tanto, ap0s cultivo de 24 h, suspensdes
microbianas foram preparadas separadamente em solucdo salina estéril (NacCl

0,9%), com turbidez ajustada para 10° UFC/mL em espectrofotdmetro (Micronal, S&o0
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Paulo, Brasil). Pocos de microplaca foram preenchidos com 100 pL de caldo, sendo
Mueller Hinton (Himedia), para as bactérias, e RPMI 1640 com glutamina, sem
bicarbonato e indicador vermelho de fenol (Himedia), tamponado com MOPS — acido
(3-[N-morfolino] - propanosulfénico) (Sigma-Aldrich) — a pH 7.0 £ 0.1, para C.
albicans. Em seguida, foram acrescentados 100 pL do extrato vegetal apenas no
primeiro poco de onde foi iniciada a diluigdo seriada (1:2), com isso foram obtidas
dez concentracdes do extrato (de 50 a 0,09 mg/mL). Adicionalmente, foram
acrescentados 100 pL do inéculo padronizado em todos 0s pocos. A concentracao
final do inéculo bacteriano foi de 5 x 10° UFC/mL e do inéculo fangico foi entre 5 x
102e 2.5x 103 UFC/mL .

3.4 Cultivo dos macréfagos

Macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7 (Banco de Células do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) foram cultivados em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM — LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) suplementado com soro fetal
bovino inativado 10% (SFB - Invitrogen, Nova York, EUA) e penicilina-
estreptomicina 1% (5000 U/mL-5000 pg/mL, LGC Biotecnologia), a 37°C e CO, 5%,
com umidade atmosférica, até subconfluéncia celular. As células viaveis foram
quantificadas por meio do teste de exclusdo com azul de Trypan (0,4% — Sigma-
Aldrich) (de Oliveira, 2017).

3.5 Modelo de infecg¢éo in vitro

Macréfagos foram adicionados em placa de 24 pocos, na proporcdo de 10°
células em 300 yL de DMEM em cada poc¢o, sendo cultivados por 24 h a 37°C e CO,
5%. Posteriormente, foram induzidas as infec¢cdes separadamente por S. aureus, P.
aeruginosa e C. albicans, na propor¢cao de 1:5 (macrofago:micro-organismo) (Koziel

et al., 2009; Ponnusamy, Clinkenbeard, 2015). Suspensdes microbianas a 10’
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UFC/mL foram preparadas em solugdo salina estéril (NaCl 0,9%), a partir de culturas
de 24 h formadas em &gar. Em seguida, as solu¢des contendo os produtos a serem
avaliados foram preparadas em DMEM livre de antimicrobianos e SFB, de maneira
que, a concentracao final correspondeu as suas CIM (Quadro 1), com isso, estas

solucdes foram preparadas 2X concentrada (n = 6/grupo).

Quadro 1 — Concentracdes dos produtos analisadas nas infec¢des por S. aureus, P.

aeruginosa e C. albicans

Grypo S. aureus P. aeruginosa C. albicans
Experimental
C.longa L. 25 mg/mL 25 mg/mL 12.5 mg/mL
Antimicrobiano* 1% 1% 1%
DMEM** Puro Puro Puro

Legenda: *Penicilina-estreptomicina (5000 U/mL-5000 pg/mL) para S. aureus e P. aeruginosa e
nistatina (100.000 UI/mL) para C. albicans. **Meio de cultura para os macrofagos livre de soro fetal
bovino e antimicrobianos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi preparada uma solucédo de trabalho, contendo partes iguais da solucéo
do in6culo padronizado e da solucao de cada produto a ser avaliado. A infeccao foi
induzida por 30 min (Ponnusamy, Clinkenbeard, 2015; Tranchemontagne et al.,
2015), sob incubacédo (37°C e CO, 5%), acrescentando sobre os macrofagos 1000
ML desta solucao de trabalho. Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados e
armazenados a -20°C para posterior analise imunoldgica. Foram acrescentados
1000 pL/poco de tampéo fosfato-salino (PBS) gelado (6°C) para paralisar a
fagocitose (Koziel et al., 2009), bem como, para descartar micro-organismos nao
fagocitados, este processo foi realizado por duas vezes.

A acdo dos produtos sobre a fagocitose foi verificada a partir da lise dos
macrofagos, no intuito de ser checada a quantidade de micro-organismos
sobreviventes no interior das células apds este processo. Para tanto, foram
acrescentados 1000 pL/pogo de agua destilada estéril em temperatura ambiente. A
lise foi induzida por 10 min sob agitacdo em shaker (Solab, Piracicaba, Brasil). Em

seguida, 100 pL de cada suspensao foram semeados em agar BHI ou SD. Apos
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incubacéo por 24 h, foi determinada a concentracdo de UFC/mL (de Oliveira et al.,
2017).

3.6 Ensaio de viabilidade dos macréfagos durante as infeccdes

O teste de vermelho neutro (VN) foi utilizado para analisar a viabilidade de
RAW 264.7 durante as infec¢cOes. O corante VN tem a capacidade de interagir
apenas com lisossomos em células viaveis, sendo excluida portanto a chance dos
resultados estarem relacionados com 0s micro-organismos ao invés dos
macréfagos, devido os micro-organismos nao apresentarem lisossomos. Para tanto,
em microplacas foram acrescentados 200 pL de DMEM contendo 4 x 10* células
viaveis em cada poco, sendo n = 10/grupo. Apés 24 h de incubacgéo (37°C e CO,
5%), os macrofagos foram infectados por 30 min como descrito anteriormente. Apés
lavagens dos pocos com PBS, foram adicionados 100 pL/pogo de solucéo de VN (20
pMg/mL de PBS) e foi realizada incubagéo por 2 h sob protecao de luz. Em seguida, o
sobrenadante foi substituido por etanol 100% (100 uL/poco) e a microplaca foi
agitada por 15 min em shaker. Em espectrofotdmetro de microplacas (570 nm — Bio-
Tek, Vermont, EUA) foi lida a absorbancia dos pocos e os valores de densidade
optica (DO) foram convertidos em percentual de viabilidade em relagcdo ao grupo
controle (DMEM puro). Adicionalmente, a viabilidade de macrofagos néo infectados

também foi checada, para fins comparativos

3.7 Producdo de citocinas pelos macréfagos durante as infeccdes

Foram quantificados os niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-1(3, IL-6 e
TNF-a), responsaveis por iniciar a defesa contra agentes patogénicos exdégenos, e
anti-inflamatoria (IL-10), responsavel por manter a homoeostase da resposta imune,
a partir dos sobrenadantes de RAW 264.7 gerados nas infec¢des por S. aureus, P.
aeruginosa e C. albicans, por ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do
inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Para tanto, foram utilizados Kkits

comerciais (R&D Systems, Minneapolis, USA), sendo os catalogos DY401 (IL-1pB),



17

DY410 (TNF-a), DY406 (IL-6) e DY417 (IL-10), segundo orientacdo do fabricante. A
absorbéancia dos pogos da microplaca foi lida em espectrofotometro (450 nm —
BioTek) e os valores de DO foram convertidos em picogramas por mililitro (pg/mL),
considerando a curva-padrao de cada citocina. Esta conversao foi realizada no
programa GraphPad Prism 5.0. Para fins de comparacéo, os niveis destas citocina
em sobrenadantes de RAW 264.7 livre de micro-organismos também foram

analisados.

3.8 Geragéo de NO durante as infecgdes

Em microplaca foram acrescentados 100 pL/poco de cada sobrenadante e
100 pL/poco de reagente de Griess. Em seguida, a microplaca foi levada ao shaker
por 10 min e posteriormente ao espectrofotdmetro de microplacas (570 nm — Bio-

Tek). As DO foram convertidos em pM (micromolar), de acordo com a curva-padréao

de nitrito entre 100 e 0 uM (0.1 M NO, — Sigma-Aldrich), utilizando para isso o
programa GraphPad Prism 5.0. A concentracdo de nitrito observada em grupos de

macrofagos nao infectados também foi verificada, para fins comparativos.

3.9 Andlise da fagocitose por coloracdo de Giemsa

Os macréfagos foram cultivados sobre |aminas de vidro estéreis, sendo 10°
células/lamina. As laminas foram acomodadas em céamara de poliestireno estéril
com tampa e quatro compartimentos (Nunc, Roskilde, Dinamarca). As células foram
cultivadas por 24 h (37°C e CO; 5%) em 3000 uL de DMEM. Em seguida, foram
induzidas as infeccbes como descrito anteriormente. Foi utilizado PBS gelado para
lavagem das laminas e as células foram fixadas com metanol 100% por 10 min.
ApoOs descarte do alcool, foi adicionado 3000 pL/lamina de corante Giemsa
composto por 1000 pL de metanol 100% (pH 6,8), 500 pL de glicerol e 8 mg do
corante em p6 (Merk, Darmstadt, Alemanha), diluido 2X em agua destilada. Apés 10
min de exposicdo ao corante, as laminas foram lavadas em agua corrente e

deixadas em temperatura ambiente para secagem. Em seguida, foram analisadas
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em microscépio optico com lente de imersdo (1000X). A analsie da interacdo dos
micro-organismos com 0s macrofagos, por meio desta técina, foi apresentada na

Figura 1.

Figura 1 - Coloracdo de Giemsa aplicada nos grupos infectados e tratados com
extrato de C. longa L., antimicrobianos (penicilina-estreptomicina para as bactérias

e nistatina para a levedura) ou DMEM livre de SFB e antimicrobianos (controle)

Antimicrobial Control

N

S. aureus

P. aeruginosa

C. albinas

Legenda: Setas amarelas indicam a interacdo dos micro-organismos com 0s macrofagos murinos
(RAW 264.7); Setas vermelhas apontam a emissdo de pseuddépodes pelos macréfagos, indicando a
ativacdo destas células; Setas verdes mostram a presenca de vacuolos digestivo, que podem sugirir
atividade enzimatica dos macréfagos durante a fagocitose no intuito de eliminar micro-organismos
fagocitados. Visualizagdo por microscopia Optica (1000x).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.10 Anélise da fagocitose em microscopio eletrénico de varredura (MEV)

Para esta andlise, foram utilizados corpos de prova em poliestireno (5 mm?2)
contidos em placa de 24 pocos, os quais foram previamente esterilizados com
glutaraldeido 2% overnight. Nos pocos, foram adicionados 800 puL de DMEM
contendo 10° células e apds 24 h de incubacéo (37°C e CO, 5%) foi induzida cada
infecgdo, como descrito anteriormente. Lavagens com PBS gelado foram realizadas
e os macrofagos foram fixados por 20 min com solu¢do de glutaraldeido 0,25%,
paraformaldeido 4% e PBS (proporcdo por mL: 125:400:475 pL). Em seguida, os
corpos de prova foram lavados com PBS e expostos a diferentes solucbes
desidratantes, como alcool 70% (10 min), &lcool 90% (10 min), &lcool 100% (10 min)
e novamente alcool 100% (20 min). As amostras foram deixadas em temperatura
ambiente overnight, para total secagem. Posteriormente, os corpos de prova foram
metalizadas com p6 de ouro a vacuo (Emitech SC7620 Sputter Coater, UK) e
analisados em MEV (Inspect S50, Oregon, USA). As interacOes realizadas pelos
micro-organismos com os macréfagos e obtidas no MEV podem ser verificadas na

Figura 2.
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Figura 2 — Andlise da interagdo de micro-organismos com macrofagos murinos
(RAW 264.7) nos grupos infectados e tratados com extrato de C. longa L.,
antimicrobianos (penicilina-estreptomicina para as bactérias e nistatina para a
levedura) ou DMEM livre de SFB (controle)

Antimicrobial Control

S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

Legenda: Setas amarelas indicam a interacdo dos micro-organismos com 0s macrofagos murinos
(RAW 264.7); Setas vermelhas apontam a emissao de pseuddpodes pelos macrofagos, indicando a
ativacdo destas células; Setas verdes mostram a presenca de vacuolos digestivo, que podem sugirir
atividade enzimatica dos macréfagos durante a fagocitose no intuito de eliminar micro-organismos
fagocitados. Visualizagdo em microscopio eletronico de varredura (3000x).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.11 Anédlise estatistica

Os resultados foram apresentados em valores médios (x desvio-padrdo),
sendo analisados por ANOVA e Tukey’s Test, considerando diferenga estatistica
significativa quando P < 0,05. Para tanto, foi utilizado o programa GraphPad Prism
5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito antimicrobiano do extrato de C. longa L.

O extrato de C. longa L. apresentou CIM de 25 mg/mL para S. aureus e P.

aeruginosa e de 12,5 mg/mL para C. albicans.

4.2 Fagocitose dos micro-organismos

Na infeccdo por S. aureus, foi identificada reducéo significativa de UFC/mL,
nos grupos tratados com o extrato de C. longa L. (66,33 + 4,38%) e antimicrobiano
(84,4 = 3,2%), em comparacdo ao grupo controle. (Figura 3A-B), porém
demonstraram efeito semelhante para controlar esta infeccdo. O extrato vegetal,
também apresentou reducéo significativa de UFC/mL na infeccao por P. aeruginosa,
de cerca de 62,33 £ 5,5%, em relagdo ao grupo controle (Figura 3C-D), atuando de
forma semelhante ao antimicrobiano (58,5 + 5.6%). Na infeccdo por C. albicans, o
tratamento com extrato, vegetal proporcionou reducao significativa da levedura de
forma semelhante ao antifingico, sendo 18.8 + 1.9% e 14,47 + 1,54%,

respectivamente (Figura 3E-F).
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Figura 3 — Analise da Fagocitose. (A, C, E) Valores médios (+ desvio-padrdo) de
UCF/mL obtidas da lise de macrofagos murinos RAW 264.7 infectados por S.
aureus, P. aeruginosa e C. albicans e tratados com extrato de C. longa L.,
antimicrobianos (penicilina-estreptomicina para as bactérias e nistatina para a
levedura) ou DMEM livre de SFB e antimicrobianos. (B, D, F) Valores meédios (=
desvio-padrao) de percentuais de redugcao de UFC/mL
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Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05; ANOVA, Tukey's
Test).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Viabilidade celular dos macréfagos

Na infeccdo por S. aureus e tratamento com extrato de C. longa L. foi
verificada viabilidade de RAW 264.7 similar ao grupo controle (100% viavel) e
também ao grupo tratado com o antimicrobiano (Figura 3A). Nos grupos nao
infectados também néo foi observada reducao de viabilidade dos macréfagos (Figura
3B), quando comparados ao grupo controle, demonstrando que durante a infeccéo a
atividade lisossomal dos macréfagos esteve similar aos grupos nao infectados.

Na andlise da infecgdo por P. aeruginosa foi verificado que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos experimentais (Figura 3C). Na auséncia da
bactéria, o grupo tratado com extrato vegetal apresentou viabilidade -celular
semelhante ao grupo controle (100% viavel), contudo foi observada reducdo
significativa de viabilidade no grupo exposto ao antimicrobiano, apresentando
viabilidade de 87 + 6%, como pode ser observada na Figura 3D. Nao foi encontrada
diferencga significativa entre os grupos infectados e livres da bactéria.

Na infeccdo por C. albicans, foi constatada reducéao na viabilidade de RAW
264.7 nos tratamentos com o extrato (72.5 = 1.7%) e antimicrobiano (70 + 3.1%)
quando comparada ao grupo controle (Figura 3E). Estas reducdes foram
semelhantes entre estes dois grupos. Na auséncia de infeccdo (Figura 3F), este
mesmo cenario foi encontrado, sendo obtidos os percentuais de 72,5 + 4,93 e 70,38
+ 8,98, respectivamente. Em adicdo, foi observado que a viabilidade dos macréfagos

foi similar entre os grupos com presenca e auséncia da levedura.
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Figura 4 — Viabilidade celular dos macréfagos. Valores médios (+ desvio-padrao) do
percentual de viabilidade dos macréfagos murinos RAW 264.7 infectados por S.
aureus, P. aeruginosa e C. albicans (A, C, E) ou livres de micro-organismos (B, D, F)
e tratados com extrato de C. longa L., antimicrobianos (penicilina-estreptomicina
para as bactérias e nistatina para a levedura) ou DMEM livre de SFB e

antimicrobianos
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Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05; ANOVA, Tukey's
Test).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Quantificacao de citocinas

Foi constatado que os niveis de IL-1B, na infeccao por S. aureus, foram mais
elevados no grupo tratado com extrato de C. longa L., em relacdo ao grupo exposto
ao antimicrobiano, bem como, ao grupo controle (Figura 5A-I).

Na infeccdo por P. aeruginosa, foi verificado que houve producdo
semelhante desta citocina em todos 0s grupos experimentais (Figura 5A-11).

Quanto a infeccdo de C. albicans, foi constata maior sintese no grupo
tratado com o antimicrobiano, o tratamento com o extrato proporcionou producéo de
forma semelhante ao grupo controle (Figura 5A-III).

Na auséncia de infec¢éo, os niveis de IL-1B foram maiores no grupo tratado
com extrato, em comparagdo aos grupos tratado com antimicrobiano e controle
(Figura 5B-1 e B-Il). Auséncia de producdo desta citocina também foi verificada
(Figura 5B-III).

Adicionalmente, foi observado que os niveis de IL-1B estavam mais
elevados no tratamento com o extrato vegetal em todas as infec¢des, bem como, na
exposicao ao antimicrobiano e no grupo controle, nas infecgdes por P. aeruginosa e

C. albicans (vide asteriscos).
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Figura 5 — Quantificacdo de citocina. Valores médios (x desvio-padréo) da
concentracdo de IL-1B (pg/mL) produzida por macr6fagos murinos RAW 264.7
infectados (A) por S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans ou livres de micro-
organismos (B) e tratados com extrato de C. longa L., antimicrobiano (penicilina-
estreptomicina para as bactérias e nistatina para a levedura) ou DMEM livre de SFB

e antimicrobianos
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Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05; ANOVA, Tukey’s
Test). *Diferenca estatistica significativa na comparagédo entre os grupos com infeccdo e livres de
micro-organismos em cada tratamento.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relacdo a producao de TNF-q, foi observado que os niveis desta citocina
foram semelhantes em todos os grupos experimentais, na infec¢cdo por S. aureus
(Figura 6C-I).

Na infeccdo por P. aeruginosa, houve maior producdo desta citocina no
grupo tratado com o0 extrato que no grupo exposto ao antimicrobiano e grupo
controle (Figura 6C-I1).

Na infeccdo por C. albicans, os niveis desta citocina nos grupos tratados
com extrato ou antimicrobiano foram inferiores ao grupo controle (Figura 6C-III).

Na auséncia de infec¢do, houve maior producdo de TNF-a no grupo tratado

com o extrato em relacdo aos grupos exposto ao antimicrobiano e controle (Figura 6
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D-1 e D-1ll), além de producédo semelhante entre os grupos experimentais (Figura 6D-
).

Houve maior producdo de TNF-a em todos os grupos experimentais, durante
infeccdo por P. aeruginosa, em relacdo aos grupos nédo infectados pela bactéria,
além de ter ocorrido maior sintese desta citocina no grupo controle infectado por C.

albicans que no grupo livre da levedura (vide asteriscos).

Figura 6 — Quantificacdo de citocina. Valores médios (x desvio-padréo) da
concentracdo de TNF-a (pg/mL) produzida por macrofagos murinos RAW 264.7
infectados (C) por S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans ou livres de micro-
organismos (D) e tratados com extrato de C. longa L., antimicrobiano (penicilina-
estreptomicina para as bactérias e nistatina para a levedura) ou DMEM livre de SFB

e antimicrobianos
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Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05; ANOVA, Tukey’s
Test). *Diferenca estatistica significativa na comparagédo entre os grupos com infeccao e livres de
micro-organismos em cada tratamento.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os niveis de IL-10 foram maiores em grupos tratados com extrato de C.

longa L. que em grupos expostos ao antimicrobiano, bem como, em grupos nao
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tratados, nas infeccdes por S. aureus (Figura 7E-l), P. aeruginosa (Figura 7E-Il) e C.
albicans (Figura 7E-IIl).
Na auséncia de micro-organismos, foi observada producdo semelhante de
IL-10 em todos os grupos (Figura 7F-I e F-Il), aléem de sintese superior nos grupos
tratados com extrato ou antimicrobiano em relagao ao grupo controle (Figura 7F-I111).
Em adicédo, foi constatada maior producdo de IL-10 somente no grupo
tratado com o extrato vegetal durante infeccdo por C. albicans (vide asteriscos).

Figura 7 — Quantificacdo de citocina. Valores médios (x desvio-padréo) da
concentracdo de IL-10 (pg/mL) produzida por macrofagos murinos RAW 264.7
infectados (E) por S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans ou livres de micro-
organismos (F) e tratados com extrato de C. longa L., antimicrobiano (penicilina-
estreptomicina para as bactérias e nistatina para a levedura) ou DMEM livre de SFB
e antimicrobianos
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Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05; ANOVA, Tukey's
Test). *Diferenca estatistica significativa na comparacao entre os grupos com infecgéo e livres de
micro-organismos em cada tratamento.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na andlise dos niveis de IL-6, ndo foi observada producgédo significativa desta
citocina em nenhum grupo experimental, tanto na presenga como na auséncia de

infeccéo.

4.5 Geragéo de NO

Nas infeccdes por S. aureus (Figura 8A-I) e P. aeruginosa (Figura 8A-Il) a
geracdo de NO foi superior no grupo tratado com extrato de C. longa L., em relacdo
ao grupo exposto ao antimicrobiano e grupo controle. Porém, na infeccédo por C.
albicans ocorreu maior sintese de NO nos grupos tratados com extrato e
antimicrobiano, em comparacao ao grupo controle (Figura 4A-Ill).

Na auséncia de infeccao, foi observada maior producédo de NO em grupos
tratados com extrato em relagdo aos grupos expostos ao antimicrobiano ou néo
tratados (Figura 8B-I, B-II e B-III).

Na analise realizada entre grupos infectados e livres de micro-organismos,

nao foi encontrada diferenca estatistica significativa.
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Figura 8 — Oxido nitrico (NO). Valores médios (+ desvio-padr&o) da concentracgéo de
NO (uM) produzida por macrofagos murinos RAW 264.7 infectados (A) por S.
aureus, P. aeruginosa e C. albicans ou livres de micro-organismos (B) e tratados
com extrato de C. longa L., antimicrobiano (penicilina-estreptomicina para as

bactérias e nistatina para a levedura) ou DMEM livre de SFB e antimicrobianos
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Legenda: Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05; ANOVA, Tukey's
Test). *Diferenca estatistica significativa na comparacdo entre os grupos com infeccdo e livres de
micro-organismos em cada tratamento.

Fonte: Elaborada pelo autor.



32

5 DISCUSSAO

Neste estudo, por meio de analise da fagocitose, foi verificado que nas
infeccbes por S. aureus e P. aeruginosa, o extrato de C. longa L. teve efeito
significativo, auxiliando os macréfagos a controlar as infecgbes in vitro, como
mostram as redu¢bes de UFC/mL nos grupos que foram tratados com o extrato
vegetal (Figura 3A a 3D).

S. aureus apresenta patogenicidade consideravel, uma vez que, conta com
alguns fatores que propiciam escape de elementos da imunidade do hospedeiro
durante uma infeccdo (Flannagan et al.,, 2015). Algumas de suas moléculas,
utilizadas para o reconhecimento por fagocitos, deixam de ser expressas em sua
superficie, permitindo sua ocultacdo para as células de defesa e impossibilitando
sua eliminacao por elas (Wilkinson et al., 1979). Uma vez fagocitado, S. aureus pode
se livrar da degradacéo proporcionada pelo fagolisossomo e ser capaz de sobreviver
em vacuolos endossémicos, e a partir destes, alcancar o citoplasma e induzir a
morte da célula por apoptose (Bayles et al., 1998; Menzies, Kourteva 1998; Nuzzo et
al., 2000). No presente estudo, o extrato de C. longa L. teve a capacidade de
proporcionar auxilio aos macréfagos para eliminar este micro-organismo, por meio
de fagocitose. Em adi¢do, possivelmente possa permitir a sintese de citocinas,
fatores de crescimento, lisozimas, proteases, componentes do complemento, fatores
de coagulagcédo e prostaglandina (Woods et al.,, 2000), na tentativa de eliminar ou
inibir o acumulo deste patdgeno (Kong et al., 2014).

Também foi possivel verificar que o extrato de C. longa L. auxiliou os
macréfagos a controlar a infeccdo por P. aeruginosa, uma bactéria capaz de vencer
a resposta imune inata e sobreviver no hospedeiro (Cigana et al., 2016). Foi relatado
que esta bactéria possui adesinas (pili e exoenzima S) que permitem sua aderéncia
em células epiteliais, dificultando assim o processo de fagocitose pelos macrofagos
(Bem Haj Khalifa et al., 2011). Foi demonstrado que a perda de motilidade de P.
aeruginosa em cepas mutantes e resistentes pode resultar em dificuldade de seu
reconhecimento por células da reposta imune inata (Amiel et al., 2010).
Adicionalmente, a exoenzima S pode causar interrup¢édo da organizagao normal do

citoesqueleto, destruicdo de imunoglobulinas G e A, além de despolimerizagdo de
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filamentos, contribuindo para resisténcia a acdo de macréfagos (Ben Haj Khalifa et
al., 2011). No entanto, células fagociticas sdo capazes de interagir com receptores
promotores de fagocitose, como porcdo Fc de anticorpos, receptor 3 do
complemento e receptor de manose que induz a emissdo de pseudopodos,
buscando eliminar a bactéria do sitio de infeccao (Speert et al., 1998)

Na infeccdo por C. albicans foi observada reducéo significativa de UFC/mL
apos tratamento com o extrato de C. longa L., bem como, com o antimicrobiano
(Figura 3E-F), demonstrando que o extrato foi efetivo no auxilio aos macrofagos
para controlar a infec¢do fungica. A eliminacdo de patdégenos flngicos em uma
infeccdo pode depender do comportamento de células fagociticas, uma vez que, a
forma com que estas células reconhecem, englobam e eliminam estes patdgenos
dependera do tamanho, da forma e composicao das células fungicas, bem como, do
sucesso dos mecanismos fungicos para sobrepor o sistema imunoldgico (Erwig,
Gow, 2016). C. albicans possui diversos fatores de viruléncia e atributos
diversificados para infectar o hospedeiro e escapar da fagocitose, incluindo transicéo
morfologica entre as formas de levedura e hifa; presenca de adesinas e invasinas na
superficie celular: formacdo de biofilme; comutacdo fenotipica; e secrecdo de
enzimas hidroliticas. Em adicdo, a adaptacdo rapida as alteracdes de pH ambiental,
a flexibilidade metabdlica e as formas de aquisicdo de nutrientes sdo alguns
atributos que podem favorecer a sobrevivéncia desta levedura e diminuir o potencial
dos macrofagos na fagocitose (Nicholls et al., 2011).

A atividade lisossomal dos macréfagos esteve ativa tanto nas infeccdes por
S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans como fora delas, como pode ser observado
na Figura 4. Nos grupos infectados por S. aureus (Figura 4A) ou livres de infeccao
(Figura 4B) pode ser observado que a viabilidade dos macréfagos expostos ao
extrato vegetal e ao antimicrobiano ndo sofreu reducao significativa, apresentando
porcentuais semelhantes ao grupo controle (100% viavel). Analisando o grupo
infectado por P. aeruginosa (Figura 4C), também nao foi observada reducéo de
viabilidade, ocorrendo queda apenas no grupo exposto ao antimicrobiano livre de
infeccdo (Figura 4D) . No caso de infeccéo por C. albicans, foi verificado que houve
diminuicao da viabilidade dos macrofagos nos grupos tratados com extrato vegetal e
antimicrobiano (Figura 4E). Este mesmo cenario foi observado nos grupos nao

infectados (Figura 4F). Dessa forma, € possivel sugerir que a atividade lisossomal


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ben%20Haj%20Khalifa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21896403
https://www.nature.com/nrmicro/journal/v14/n3/pdf/nrmicro.2015.21.pdf#auth-1
https://www.nature.com/nrmicro/journal/v14/n3/pdf/nrmicro.2015.21.pdf#auth-2

34

dos macrdéfagos néo foi afetada significativamente. Os lisossomos ocupam um papel
crucial na fagocitose de patdgenos por contribuir para eliminacdo de invasores
intracelulares; homeostase celular; degradacéo, reciclagem ou secrecéo de residuos
celulares; reparo da membrana plasmatica; sinalizacdo e metabolismo energético
(Settembre et al., 2013).

Em relag&o a producao de IL-1(3, foi verificado que durante as infec¢des por
S. aureus (Figura 5A-I) seus nivel no grupo tratado com extrato de C. longa L. foi
superior em relacdo ao grupo nao infectado (Figuras 5B-I), indicando a capacidade
do extrato vegetal em contribuir para a producao de IL-13, no intuito de buscar a
eliminacédo do agente que estimulou a sua sintese. Esta citocina é conhecida como
um potente mediador ou regulador da inflamacdo, atuando no recrutamento de
fatores celulares de defesa para o local da infeccdo, bem como, na facilitacdo da
passagem de leucdcitos da circulacao para os tecidos (Lawrence, Gilroy, 2007) e na
resposta inflamatoria antimicrobiana (LaRock et al, 2016).

Na infeccdo por P. aeruginosa, foi verificado que houve producao
semelhante de IL-1B em todos os grupos experimentais (Figura 5A-I1). Entretanto,
houve producédo mais acentuada desta citocina no grupo com presenca de infecgéo,
guando comparado ao grupo ausente de micro-organismo (Figura B-Il). Com isso,
pode ser verificado que o extrato auxiliou os macrofagos na eliminacdo de P.
aeruginosa por meio da sintese deste mediador inflamatério. Esta bactéria possui
uma potente enzima, conhecida como exotoxina A, capaz de entrar em células
eucariontes por endocitose e provocar inibicdo da sintese proteica e inducdo de
morte celular instantéanea, facilitando sua disseminacao para outros locais (Beattie,
Merrill, 1996; Yates, Merrill, 2001). Além disso, possui um sistema de secrecédo do
tipo Il (T3SS) que permite injetar exotoxinas (ExoU e ExoS) no citoplasma da célula
hospedeira, provocando morte celular rapida por rompimento da membrana. Estas
toxinas podem provocar inibicdo da fagocitose e inducdo de necrose celular e
apoptose, porém sao capazes de estimular a sintese de IL-1B (Miao et al., 2003;
Sawa, 2014).

Na infecgéo por C. albicans, o nivel de IL-1B (Figura 5 A-1ll) no grupo tratado
com extrato de C. longa foi semelhante ao grupo controle e também ao grupo
exposto ao antimicrobiano. Nos grupos livre da levedura, ndo houve producao de IL-

18 em nenhum grupo experimental (Figura 5B-111). Embora esta citocina ndo possua
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atividade antifingica direcionada, ela tem sido citada como um fator importante na
defesa do hospedeiro contra infecgbes por essa levedura (Bellocchio et al., 2004,
Vonk et al., 2006). Contudo, o tipo de resposta que os macrofagos podem realizar
contra infec¢des por C. albicans dependerd da morfologia e outros fatores como
receptores de reconhecimento de patégenos (Levitz, 2010; Lionakis, Netea, 2013).
A formacéo de hifas tem sido um forte gatilho no estimulo da sintese de IL-13 (Joly,
Sutterwala, 2010; Gow et al., 2011).

Em relacdo a producdo de TNF-a, foi observado que seus niveis foram
semelhantes em todos 0s grupos experimentais infectados por S. aureus (Figura 6C-
). Porém, no grupo ausente de infec¢do e tratado com extrato vegetal, os niveis
desta citocina estavam mais elevados em relacdo ao grupo tratado com
antimicrobiano e grupo controle. Esta citocina é capaz de estimular a sintese de
multiplos mediadores pré-inflamatérios em macréfagos no estagio inicial do processo
de infeccao (Parameswaran, Patia, 2010).

Em grupos infectados por P. aeruginosa, foi observada maior produgéo de
TNF-a no grupo tratado com o extrato, em relacdo aos grupos tratado com
antimicrobiano e controle (Figura 6C-Il), contudo os niveis desta citocina foram
semelhantes nos grupos livres de infec¢céo (Figura 6D-1l). Em adicao, foi verificado
que a concentracdo de TNF-a estava maior nos grupos infectados, demonstrando
gue o extrato vegetal € um consideravel produto para auxiliar no controle infec¢des
por P. aeruginosa. Em adicéo, foi relatado que defeitos na producdo desta citocina
tornam a infeccao por P. aeruginosa mais susceptivel (Feldman et al., 1998).

Na presenca de C. albicans, a produacédo de TNF-a por macrofagos tratados
com extrtao de C. longa L. foi inferior, em relagcdo ao grupo controle, no entanto, foi
semelhante ao grupo tratado com o antimicrobiano (Figura 6 C-Ill). Nos grupos livre
da levedura, houve producdo superior de TNF-a no grupo tratado com o extrato
vegetal, em comparacdo com 0s grupos tratado com antimicrobiano e controle
(Figura 6D-IIl). Entretanto, foi observada maior producédo de TNF-a na presencga de
C. albicans. Foi citado que os constituintes mano-protéicos da parede celular desta
levedura séo capazes de induzir a producdo de TNF-a (Vecchiarelli et al., 1991,
Netea et al.,1999). Por outro lado, foi relatado que alguns agentes farmacoldgicos
podem neutralizar o estimulo da producdo desta citocina nesta infeccdo fugica

(Steinshamn, Waage, 1992; Netea et al.,1995). Desta forma, a utilizagdo de
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produtos que ndo interfiram na sintese de TNF-a, em casos de infecgdes, é
fundamental para controlar o agente que estimulou sua producdo. No presente
estudo, foi observado que o extrato ndo proporcionou esta interferéncia, mantendo
semelhanca aos niveis basais deste citocina.

Em relacéo a producgdo de IL-10, foi possivel verificar que seus niveis em
grupos infectados por S. aureus e tratado com extrato de C. longa L. foi superior ao
grupo controle (Figura 7E-I), sendo semelhante ao grupo néo infectado (Figura 7F-I).
Esta citocina é responsavel pelo desfecho e imunomodulacdo do processo
inflamatério (Leng, Denkers, 2009). Varios agentes patogénicos apresentam
mecanismos capazes de regular seletivamente a sintese de IL-10 durante o curso de
uma infeccdo; atenuar a producdo de citocinas proé-inflamatérias; e intensificar a
producdo desta citocina, na tentativa de criar um ambiente mais favoravel a sua
sobrevivéncia (Othieno et al., 1999). No presente estudo, o extrato poderia ter
atuado como agente anti-inflamatoria, devido os resultados exibidos.

Na infeccé@o por P. aeruginosa, foi verificado que o nivel de IL-10 foi superior
no grupo tratado com extrato de C. longa L., em comparac¢do ao grupo controle e o
grupo tratado com antimicrobiano (Figura 7E-Il). No entanto, nos grupos com
auséncia de infeccdo, a sintese de IL-10 manteve-se semelhante entre 0s grupos
experimentais avaliados (Figura 7F-11). Adicionalmente, foi constatado que os niveis
de IL-10 tanto nos grupos infectados como livres de infeccdo foram semelhantes,
além de ser comprovado que o extrato vegetal contribuiu efetivamente para
imunomodulacéo do processo inflamatorio gerado na infec¢ao por P. aeruginosa. No
decorrer de uma infeccao, IL-10 pode atuar na inibicdo da sintese de citocinas proé-
inflamatorias. Em macréfagos ativados, esta citocina pode suprimir a producao de
IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a na tentativa de conter o processo inflamatério apds controle
do agente que estimulou a sintese destes mediadores quimicos (de Waal Malefyt et
al., 1991; Bogdan et al.,1992; Wang et al., 1994; Fiorentino et al., 2016), além de
inibir a producdo de NO (James, 1995).

Na infeccdo por C. albicans, o nivel de IL-10 no grupo tratado com extrato
de C. longa L., foi superior ao grupo controle (Figura 7E-IIl). Nos grupos livre de
infeccdo também foi observda producdo superior desta citocinca, em relacdo ao
grupo controle, tanto no grupo tratado com extrato vegetal como no grupo tratado

com antimicrobiano (Figura 7F-11l). Sabe-se que essa levedura é capaz de expressar
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vérios fatores de viruléncia que contribuem para sua patogenicidade no hospedeiro
(Calderone, 2002), além de propiciar estimulo a producdo de IL-10, no intuito de
promover sua sobrevivéncia no tecido invadido, devido diminuir os niveis de
citocinas pro-inflamatorias que contribuem para a eliminacdo deste patdégenos em
uma resposta imune (Groux et al., 1999).

Quanto a geracdo de NO, macroéfagos infectados por S. aureus (Figura 8A-I),
P. aeruginosa (Figura 8A-Il) e C. albicans (Figura 8A-Ill) apresentaram producao de
NO no grupo tratado com extrato de C. longa L. superior ao grupo controle,
ocorrendo de forma semelhante nos grupos néo infectados (Figuras 8B-I, B-1l e B-
[ll). Desta forma, pode ser notado que o extrato vegetal contribuiu efetivamente para
a producdo de NO, em ambas as situaces. Oxido nitrico, participa ativamente na
resposta inflamatéria, no intuito de controlar uma infeccéo, além de ser responsavel
pela regulacdo da expressdo de proteinas inflamatérias, como, ciclo-oxigenase-2,
(COX-2), TNF-a e o6xido nitrico sintetase induzida (INOS) (Sheffler et al., 1995;
Perkins, Kniss, 1999).
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6 CONCLUSAO

Foi constatado que o extrato de C. longa L. auxiliou efetivamente os
macrofagos murinos (RAW 264.7) no controle de infecgBes in vitro por S. aureus, P.
aeruginosa e C. albicans, como analisado nos processos de fagocitose e

imunorregulagdo. Além disso:

a) A CIM do extratxo vegetal foi capaz de contribuir para a fagocitose dos
micro-organismos pelos macréfagos durante as infeccoes;

b) A viabilidade dos macrofagos ndo foi alterada, tanto na auséncia como
na presenca de micro-organismos, como comprovado pela constante
atividade lisossomal apresentada pelas células durante a fagocitose;

c) O extrato de C. longa L. também atuou efetivamente como
imunorregulador da sintese de citocinas pré- (IL-1B e TNF-a) e anti-
inflamatoria (IL-10);

d) Da mesma forma, o extrato vegetal colaborou para a imunorregulacéo da
gercéo de NO.
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