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RESUMO



O modelo experimental de infec¢do por Listeria monocytogenes tem provado ser util na
investigacdo dos efeitos de novos compostos na resposta imunoldgica priméria contra
bactérias intracelulares. Em particular, o nimero de células hematopoéticas na medula

Ossea e baco é de fundamental importancia na resisténcia a esta infec¢ao.

Neste trabalho, investigamos o efeito do extrato de Uncaria tomentosa (EUT) sobre o
crescimento e diferenciacdo de precursores hematopoéticos para granuldcitos e macrofagos
(CFU-GM) da medula 6ssea e do bago e a atividade estimuladora de colonias (CSA) do
soro de animais normais e infectados com Listeria monocytogenes. A eficicia de EUT

frente a uma dose letal da bactéria também foi avaliada.

Demonstramos que o EUT protegeu os animais contra uma dose letal de L. monocytogenes,
quando administrado profilaticamente nas doses de 50 e 100 mg/kg durante 7 dias, com

taxas de sobrevida de 15 e 35%, respectivamente.

Este tratamento também preveniu a mielossupressdao e hematopoese extramedular causadas
por uma dose sub-letal de L. monocytogenes, devido a um aumento no nimero de CFU-GM
na medula dssea. Além disso, observamos uma resposta dose-dependente na estimulacdo da
mielopoese. Animais somente tratados (ndo infectados) com uma a dose de 100mg/Kg
também apresentaram ndmeros elevados de CFU-GM na medula 6ssea em relacdo ao grupo

controle.

Adicionalmente, a investigacdo da producgdo de fatores estimuladores de coldnias no soro
dos animais revelou um aumento da CSA nos grupos normais e infectados quando estes
foram pré-tratados com EUT, sugerindo que a estimulagdo da mielopoese pelo extrato seja

mediada pela produgdo de fatores de crescimento.

Estes resultados favorecem a nossa hipotese de que a habilidade da Uncaria tomentosa em
induzir uma alta reserva de progenitores na medula 6ssea seja o maior determinante da

resisténcia a infec¢ao.

Resumo
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ABSTRACT



Infection with Listeria monocytogenes has proven to be a useful model to investigate early
effects of new compounds on the immune response to intracellular bacteria. In particular,
the number of hematopoietic cells in the bone marrow and spleen is critically important to

resistance to this infection.

In this study, we demonstrated that Uncaria tomentosa extract (UTE) protects mice from a
lethal dose of Listeria monocytogenes when administered prophylacticly at 50 and 100

mg/kg for 7 days, with survival rates of 15 and 35%, respectively.

These doses also prevented the myelosuppression and the splenomegaly due to increased
numbers of granulocyte-macrophage progenitors (CFU-GM) caused by a sublethal
infection with L. monocytogenes. Moreover, stimulation of myelopoiesis ocurred in a dose-
dependent manner. Non-infected mice treated with 100 mg/kg UTE also presented higher

numbers of CFU-GM in the bone marrow than the controls.

Furthermore, investigation of the production of colony-stimulating factors revealed
increased colony-stimulating activity in the serum of normal and infected mice pre-treated
with UTE, suggesting that stimulation of myelopoiesis by UTE is mediated by its effects on

the production of growth factors.

These results favour our hypothesis that the ability of Uncaria tomentosa to induce a higher
reserve of myeloid progenitors is of major significance in determining early resistance to

infection.

Abstract
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O desencanto com a sintese quimica, a inefici€éncia e seus efeitos colaterais
despertam a busca de mecanismos alternativos de combate e prevengdo de estados
patoldgicos. Dentre estes mecanismos, os produtos naturais derivados de plantas sdo os que

mais se destacam (RATES, 2001).

O uso das plantas como remédio € provavelmente tdo antigo quanto a propria
histéria da humanidade (GRAVES, 1945). Hoje sdo usadas para uma variedade de doencas
e sua popularidade vem aumentando, tanto que, centenas de produtos naturais estdo
disponiveis para o consumidor vendidos na forma de suplemento em farmaécias e drogarias

(SANTA MARIA et al., 1997).

Contudo, o problema a cerca do aumento da utiliza¢do de plantas medicinais € a
falta de informacdes sobre as maneiras e doses a serem utilizadas, bem como, seus

mecanismos de acdo e possiveis efeitos toxicos (SANDOVAL et al., 2000).

Relatos contidos em farmacopéias e papiros, da experimentacdo e do instinto
dos povos serviram de base para pesquisa de seus sugestivos valores terapéuticos,
contribuindo substancialmente para o processo de desenvolvimento de drogas

(GRAHAM, 2000).

O grande nimero de trabalhos sobre a descoberta de compostos bioativos,
publicado nos ultimos anos, destacam substancias com propriedades anti-tumorais,
antibioticas, antiinflamatorias, imunomoduladoras, contra doengas renais, psiquidtricas e

tropicais (RATES, 2001).

Uncaria tomentosa

Uma das regides mais promissoras em espécies com potenciais terapéuticos € a
América do Sul, particularmente a floresta tropical, sendo uma das espécies mais utilizadas,
a Uncaria tomentosa (KEPLINGER er al, 1999; WILLIAMS, 2001;
MUHAMMAD et al., 2001).

Introdugdo
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A Uncaria tomentosa (Wild.) D.C., conhecida popularmente como unha de
gato € uma trepadeira pertencente a familia Rubiaceae nativa da floresta tropical
amazonica. No Peru, é considerada uma das espécies botinicas mais valiosas sendo
tradicionalmente utilizada na medicina popular, ha cerca de 2000 anos, para o tratamento
de varias doengas como, infec¢des virais, cancer, Ulcera gdstrica, artrite e outras desordens

inflamatérias (MUHAMMAD et al., 2001; AGUILAR et al., 2002).

Para tribos indigenas peruanas, a Uncaria tomentosa é considerada uma planta
sagrada que serve para “regular os mundos fisico e espiritual” (KEPLINGER et al., 1999).
Tradicionalmente suas raizes e cascas sdo fervidas e tomadas em forma de cha

(WILLIAMS, 2001).

O grande numero de informacdes etnobotanicas do uso desta espécie estimulou
a partir dos anos 80 a realizacdo de ensaios a fim de se investigar cientificamente algumas

de suas propriedades bioldgicas.

A Uncaria tomentosa revela diversas classes de metabdlitos secundarios
bioativos, incluindo alcaléides oxindodlicos tetraciclicos e pentaciclicos, triterpenos,

glicosideos, flavonodides e procianidinas (LAUS et al., 1997; KEPLINGER et al., 1999).

Os alcaldides pentaciclicos sdo considerados os marcadores bioquimicos da
Uncaria tomentosa e sdo responsaveis, pelo menos em parte, pela acio imunomoduladora

desta planta (MUHAMMAD et al., 2001; WILLIAMS, 2001).

Estudos com extratos aquosos e etandlicos, sendo alguns comercializados e
também com alcaldides isolados das cascas e raizes da Uncaria tomentosa demonstraram
atividade antiinflamatéria (AQUINO et al., 1991; SANDOVAL-CHACON er al., 1998:;
AGUILAR et al., 2002; MUR et al., 2002), antioxidante (RIZZI et al., 1993; SHENG
et al., 2000a; SANDOVAL et al, 2000), antiviral (AQUINO et al, 1989) e
antiproliferativa para algumas linhagens de células tumorais (SHENG et al., 1998;

RIVA et al., 2001).

O extrato da Uncaria tomentosa, na concentracio de até 100mg/mL, nao
mostrou efeitos citotoxicos in vitro, quando incubado com células ovarianas de hamster

(SANTA-MARIA et al, 1997). Nao foram registrados sinais de toxicidade aguda (8g/Kg)

Introdugdo
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ou cronica (1g/Kg/28 dias) em ratos com a administracdo de Uncaria tomentosa, sendo
observados pardmetros hematoldgicos, peso corporal, analise microscépica dos rins, figado,

adrenais, coracdo e baco (KEPLINGER et al., 1999; SHENG et al., 2000a)

A Uncaria tomentosa € considerada uma planta adaptégena, ou seja, tem a
capacidade de estimular o sistema imunoldgico, aumentando a resisténcia a doengas quando
o organismo estiver imunossuprimido devido ao estresse desnutricdo ou sob efeito de

alguma medicacao (PAULSEN, 1998).

Neste contexto, e em particular interesse, ensaios propuseram alguns

mecanismos imunomodulatorios.

Ensaios in vitro, utilizando alcaldide isolado, demonstraram aumento da
fagocitose por granulécitos (WAGNER er al.,, 1985); proliferacio de linfécitos
utilizando-se o sobrenadante da cultura de células endoteliais tratadas, sugerindo um efeito
indireto sobre a linfoproliferacio, provavelmente devido a presenca de fatores mitogénicos
no sobrenadante (WURM et al., 1998). Foi relatado também um aumento da liberacido de
IL-1 e IL-6 por macréfagos alveolares de ratos estimulados com 2 tipos de extratos
comercializados no Peru (0,025-0,lmg/mL) na presenca e auséncia de LPS

(LEMAIRE et al., 1999).

Experimentos realizados in vivo, utilizando 40 e 80mg/kg do extrato comercial,
demonstraram leucocitose em ratos sadios (SHENG et al., 2000a) e também a leucopenia
induzida pelo antineopldsico doxorubicina foi revertida com a administracdo posterior da

Uncaria tomentosa (SHENG et al., 2000Db).

Estudos clinicos realizados, utilizando 20mg/dia do extrato de Uncaria
tomentosa durante 2 a 5 meses, em pacientes portadores do HIV, ndo recebendo nenhuma
outra terapia demonstraram um aumento do numero total linfécitos periféricos, sem
alteracdes significativas na proporcio TCD4" e TCDS8" (KEPLINGER et al., 1999).
Voluntarios sadios recebendo 350mg/dia do extrato durante 9 semanas apresentaram
leucocitose e nenhum dos seguintes efeitos colaterais foram relatados — perda de peso,
diarréia, constipacdo, dores de cabeca, nduseas, vOmitos, rash, edema e dores

(SHENG et al., 2000a).

Introdugdo
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A avaliacdo da atividade terapéutica de principios ativos isolados das plantas
pode levar a exclusdo de outros ativos com relevante potencial. Isto pode ocorrer quando o
efeito ndo é causado por um simples composto, mas sim, por uma combinac¢io de varios
outros, atuando de modo sinérgico — fitocomplexo (RATES, 2000). Além do que o uso do
extrato bruto se aproxima mais do uso tradicional relatado pelos povos

(KEPLINGER et al., 1999).

Diante dos relatos do uso desta planta na medicina popular e dos estudos
sugerindo uma atividade imunomoduladora, nos propomos a estudar os efeitos do extrato
da Uncaria tomentosa na resposta hematopoética em camundongos infectados com Listeria

monocytogenes.

MODELO EXPERIMENTAL DE INFECCAO POR Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes (LM) é um bacilo Gram positivo, de replicacao
intracelular (NORTH et al., 1997). Tornou-se um dos mais importantes patégenos
veiculados por alimentos na década de 80, devido a eclosdo de diversos surtos de listeriose
(SCHLECH, 1996). Os individuos com risco potencial de infeccdo sdo gestantes, recém-

nascidos, idosos e imunossuprimidos (MCLAUCHLIN, 1996).

A listeriose tem sido o modelo experimental de infeccdo mais utilizado em
camundongos para identificar e estudar os mecanismos envolvidos na defesa
antimicrobiana ndo humoral. Os pardmetros da imunidade celular produzidos no
camundongo estio bem esclarecidos. E um modelo de ficil e sugestiva manipulagio de um
processo infeccioso num curto periodo de tempo, onde respostas definidas podem ser
obtidas dentro de poucos dias (MACKANESS, 1962; MACKANESS, 1964; MIKI e
MACKANESS, 1964; MACKANESS, 1969; KAUFMANN, 1995; UNANUE, 1997a;
COSSART e BIERNE, 2001), além de ndo produz risco potencial para o manipulador
(CZUPRYNSKI e HAAK-FRENDSCHO, 1997).

Ao entrar em contato com o organismo, a bactéria deixa rapidamente a corrente
sanguinea, alojando-se preferencialmente em células hepdticas e macréfagos

(CZUPRYNSKI e HAAK-FRENDSCHO, 1997; MOCCI et al., 1997; GULERIA e
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POLLARD, 2001). Ap6s ser fagocitada, a LM produz uma listeriolisina O (LLO), que
rompe o fagossoma da célula, permitindo sua saida para o citoplasma, onde ocorre a
replicac@o e consequente migracdo para a célula adjacente, dando inicio a sua disseminagdo

(BEUCHAT, 1996; MILON, 1997; COSSART e BIERNE, 2001; NOMURA et al., 2002).

O primeiro componente envolvido na resisténcia a LM € o recrutamento de
neutréfilos para o local da infec¢do, promovendo a lise de células infectadas abortando o
espalhamento célula-célula da LM no figado (CONLAN e NORTH, 1994; EDELSON e
UNANUE, 2000). A destruicdo destes hepatdcitos infectados serve para garantir a
exposicdo da LM para o compartimento extracelular e assim, torna-se susceptivel para o

ataque dos préprios neutréfilos e macréfagos (UNANUE, 1997b; MOCCI et al., 1997).

Os macréfagos residentes e outras células infectadas liberam GM-CSF, IL-1,
IL-6, IL-12 ¢ TNFo (UNANUE, 1997c; KUHN e GOEBEL, 1997). Estas duas ultimas
citocinas atuam sinergicamente estimulando a liberacdo de IFNy pelas células NK. O IFNy

promove a ativacdo dos macréfagos, tornando-os listericidas, através da sintese de 6xido

nitrico (NO) (CZUPRYNSKI e HAAK-FRENDSCHO, 1997).

A destruicao da LM pelos macréfagos resulta na apresentacdo de antigenos as
células T, através do complexo de histocompatibilidade principal classe II (MHC classe 1),
aumentando a atividade antimicrobiana, e promovendo eventualmente a imunidade de
exterminio (JENSEN et al., 1997, BOUWER et al., 1997, PAMER et al., 1997; FLESCH
et al., 1998; RESCIGNO et al., 1999).

As células TCD8+ (linfécitos T citotoxicos) lisam estas células infectadas,
liberando a bactéria para o ambiente extracelular, favorecendo a fagocitose desta. As
TCD8+ sdo citoliticas e exercem esta fungdo através de enzimas — perforina e granzima —
liberadas contra a célula alvo (EDELSON e UNANUE, 2000). Exercem também um
mecanismo de interacdo com a proteina Fas-ligante com Fas (APO1 ou CD95), na célula

alvo, induzindo apoptose destas (KAGI et al., 1996).

A resposta das células TCD4+ € do tipo Thl, induzida pelo IFNy liberado pelas
células NK e também pela IL-12 (SONG et al., 1995; UNANUE, 1997c; GULERIA e
POLLARD, 2001). As células Thl sintetizam mais IFNy, amplificando a resposta dos
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macréfagos, IL-2, TNFo, GM-CSF e moléculas de adesdo como integrinas, selectinas,
VCAM-1 e I-CAMI (NORTH et al, 1997, MIELKE et al, 1997,
KAUFMANN et al., 1997).

O sucesso para resolugdo da listeriose requer a participacdo dos mecanismos de
imunidade celular inata e adquirida, envolvendo neutréfilos, macréfagos, células NK,

linfécitos T e uma grande selecao de citocinas (HARTY et al., 1996; JENSEN et al., 1997).

Na fase inicial da infec¢do, a migracdo de fagdcitos da medula 6ssea para o
sitio da replicacdo da bactéria € crucial para a sobrevivéncia do animal, limitando a

multiplicagdo bacteriana (WING et al., 1985).

Os neutréfilos e mondceitos/macréfagos sao células derivadas dos progenitores
pluripotenciais da medula 6ssea (CFCs — células formadoras de coldnias), onde a produgdo
e mobilizacdo destes, depende da presenca de fatores de crescimento especificos (CSFs)
que regulam sua produc¢do, maturacdo e funcdo (BURGESS e METCALF, 1980; WING
et al., 1984; METCALF, 1986; KAYASHIMA et al., 1993).

A habilidade do tecido hematopoético em produzir e mobilizar fagécitos é um
fato critico para sobrevivéncia do animal (WING et al., 1984). Uma maneira de avaliar a
capacidade proliferativa destas células € através da técnica da cultura clonal em meio semi-
solido que permite avaliar o crescimento e diferenciacdo destas células hematopoéticas in
vitro, na presenca de fatores estimuladores de colonias especificos (METCALF, 2001).0
crescimento destas colonias € um indicador das alteragdes hematopoéticas que ocorrem
durante uma infec¢do, em particular com uma bactéria intracelular facultativa como a
Listeria monocytogenes (CHEERS et al., 1988; KAUFMANN, 1995). Além disso, a
importancia dos granuldcitos e macréfagos faz dessa infec¢do uma escolha adequada para
avaliar o papel dos fatores estimuladores de colonia - G-CSF, M-CSF e GM-CSF
(ZHAN et al., 1998).
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Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos protetores da administracao
do extrato de Uncaria tomentosa (EUT) em camundongos infectados com Listeria

monocytogenes (LM). Os parametros avaliados foram:

nimero de precursores hematopoéticos para granuldcitos e macréfagos

(CFU-GM) da medula 6ssea e baco;

producio de fatores estimuladores de coldnias no soro;

eficacia do EUT frente a uma dose letal da LM

peso do baco.

Objetivos
24



pd

MATERIAL E
METODOS

25



1 - ANIMAIS

Para realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos BALB/c
machos, com idade entre 6 e 8 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP.
Os animais foram divididos em grupos, e cada grupo foi submetido ao tratamento de acordo

com o protocolo experimental, a saber:
a) animais controle, sem tratamento;

b) animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT) nas doses de 10,

50 e 100mg/Kg durante 7 dias;
¢) animais infectados com L. monocytogenes, recebendo veiculo (dgua);

d) animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT) nas doses de 10,

50 e 100mg/Kg durante 7 dias e infectados com L. monocytogenes.

Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimentacio Animal

(CEEA-IB-UNICAMP), sob protocolo n® 514-1.

2 - Listeria monocytogenes

A bactéria Listeria monocytogenes utilizada para infectar os animais, € um
cocobacilo gram-positivo, anaerébio facultativo, mével por flagelo peritriquios a
temperatura ambiente, facilmente cultividvel em 4gar-sangue. Esta cepa foi gentilmente
cedida pelo Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia Clinica — Hospital
de Clinicas desta Universidade. Apos a aquisi¢do, a bactéria foi submetida a varios testes

bioquimicos que confirmaram sua identidade.

Os testes realizados demonstraram o seguinte: Oxidase — positivo;
Catalase — positivo; Carboidratos - a¢do fermentativa; Xilose - negativo;
Manitol — negativo; Bile esculina — positivo; Beta hemdlise — positivo; CAMP — Test:

Staphylococcus aureus — positivo € Rhodococcus equi — negativo.
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Para provocar infec¢c@o nos animais foi necessario determinar o nimero ideal de
microrganismos a ser injetado. A dose ideal ndo deveria provocar a morte do animal muito
rapidamente para que fosse possivel a realizacdo dos experimentos apds a infecgcdo. A
bactéria foi mantida em meio de cultura BHI (Brain-Heart Infusion) e incubada por 24-48
horas a 37°C. As colonias obtidas nas culturas frescas de dgar-sangue foram diluidas em
solucdo salina a 0,9% e as concentracdes determinadas por espectrofotometria através da

Escala de McFarland (Vitek Colorimeter).

Para a manutencdo da patogenicidade da bactéria a mesma foi periodicamente
repassada sucessivamente por 25 vezes em camundongos, descrito a seguir. Os
camundongos foram inoculados intraperitonealmente com a bactéria diluida em solugdo
salina 0,9%. Quarenta e oito horas apds a inoculagc@o da bactéria os bacos foram isolados
em ambiente estéril, macerados, mantidos em BHI por 24-48 horas e, logo apds, a bactéria
foi isolada em placas de dgar-sangue. Apds o seu isolamento, diluicdes da mesma foram

realizadas até atingir a concentracdo apropriada para o uso.

Para o estudo dos parametros hematopoéticos foi utilizada a dose subletal de
1x10° bactérias/animal. Para a avaliagdo da sobrevida dos animais foi necessdrio utilizar
uma concentragao letal de 4x10* bactérias/animal, a qual foi inoculada intraperitonealmente

no sétimo dia de tratamento.

A resposta hematopoética foi avaliada 24, 48 e 72 horas apds a infeccao.

3-TRATAMENTO COM O EXTRATO DE Uncaria tomentosa

O extrato da Uncaria tomentosa (EUT) foi gentilmente fornecido por Galena
Quimica e Farmacéutica Ltda (Campinas-SP, Brasil). O lote da matéria-prima utilizado
neste trabalho foi o de numero 0200049128 e foi submetido a realizacdo de andlises
organolépticas, fitoquimicas e microbiolégicas para determinacdo da qualidade e

doseamento em 1% de alcaldides totais.
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A administragdo do EUT foi realizada por gavagem nas doses de 10, 50 e
100mg/Kg, utilizando-se adgua estéril como veiculo de administragdo. O tratamento ocorreu

durante 7 dias consecutivos, antes da inoculacdo com a Listeria monocytogenes.

As doses do EUT foram selecionadas com base nos trabalhos da literatura

(KEPLINGER et al., 1999; SHENG et al.,2000a; SHENG et al.,2000D).

4 - CULTURA CLONAL DE PRECURSORES HEMATOPOETICOS DE MEDULA
OSSEA E BACO DE CAMUNDONGOS (CFU-C)

Para enumerar estas células clonogénicas € importante que todas as células
multipotenciais presentes na cultura sejam induzidas a proliferar e que as condi¢des de
cultura sejam ajustadas para se evitar um numero exagerado de colonias em cada placa de
petri com consequente superposicdo das mesmas, de modo a permitir a identificacdo de
cada col6nia. Também ¢ importante que o fator estimulador de colonias (SCM) seja
utilizado em concentracdes supermaximas. Além disso, a escolha do soro fetal bovino deve

ser feita cuidadosamente devido a variacao na atividade dos varios lotes e marcas.

4.1 - Medula ossea

Ap6s sacrificar o animal através do deslocamento cervical, limpou-se a pele
com alcool 70%. Apo6s exposi¢do do fémur removeu-se a cartilagem sobre o orificio na

extremidade distal e cortou-se 0 0sso na jun¢ao superior.

A medula 6ssea foi transferida com o auxilio de agulha e seringa para um tubo

contendo 5 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Gibco).

O numero de células na suspensdo foi contado em cdmara hematocitométrica
ap6s diluicdo (1:10) das células em azul de tripan 1% e a concentracdo da suspensdo celular

ajustada para 1 x 10° células/mL.
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4.2 - Baco

ApOs a retirada da medula Ossea, realizou-se uma pequena incisao na regiao
lateral esquerda da cavidade peritoneal e o baco foi removido com auxilio de uma pinga,
sendo em seguida lavado em solucdo salina estéril e transferido para um tubo contendo 9
mL de meio RPMI-1640 (Gibco). A seguir o bago dos animais foi macerado para obtengao

de uma suspensao celular.

O numero de células na suspensdo foi contado em cdmara hematocitométrica
ap6s diluicdo (1:20) das células em azul de tripan 1% e a concentracdo da suspensdo celular

ajustada para 2,5 x 10° células/mL.

4.3 - Preparacao das placas de cultura da medula 6ssea e baco em meio semi-sélido

Preparou-se a suspensdo para a incubag¢do das células em cultura a qual

consistia de:

e 30% de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Sigma) 2x

concentrado;
e 20% de soro fetal bovino (SFB);
e 50% de 4gar (concentragdo final 0,3% - Bacto-dgar-Difco).

A seguir, adicionou-se ao meio descrito acima, o volume apropriado de células
(1x10° células/mL para a medula 6ssea e 2,5x10° células/mL para o baco), e distribuiu-se
volumes de 2 mL em cada placa de Petri (35 mm), ji contendo 100uL do estimulo
apropriado (SCM). Deixou-se geleificar e incubou-se por 7 dias a 37°C em presenca de 5%
de CO,. Apods este periodo contou-se o nimero de coldnias formadas em microscépio de

disseccao com aumento de 40x (METCALF, 1984).
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5 - PREPARACAO DO MEIO CONDICIONADO DE CELULAS ESPLENICAS
(SCM)

Bagos de camundongos BALB/c foram removidos sob condi¢gdes assépticas e
passados delicadamente através de peneira de aco inoxiddvel estéril. Preparou-se uma
suspensao com 2x10° células/mL em meio RPMI contendo 10% de soro fetal bovino.
Adicionou-se ao meio 5x10” moles/L de 2-mercaptoetanol e 1,65% pg/mL de “pokeweed
mitogen* (Gibco). Incubou-se por 7 dias a 37°C em estufa umida contendo 5% de CO;, no

ar. Centrifugou-se o sobrenadante e filtrou-se em membranas de 0,45 um (Millipore).

A atividade funcional do SCM foi determinada através dos estimulos
produzidos sobre o crescimento clonal de células progenitoras hematopoéticas em meio

semi-solido.

A titulagdo deste lote de SCM demonstrou que uma diluicdo de até 1:4 forneceu
resultados que estao dentro dos niveis de resposta supramaxima. Os resultados em duplicata
da titulagdo realizada em cultura de 7 dias, de células da medula 6ssea de animais normais,

estdo apresentados na tabela abaixo.

Tabela 1 - Titulagdo do meio condicionado de células esplénicas (SCM) em presenca de

células de medula 6ssea de camundongos BALB/c

DILUICAO SCM CFU-C x 10**
1:1 109,2+4,2
1:2 10243,5
1:4 105,6+5,1
1:8 75,644,2
1:16 57,644
1:32 34,843
1:64 72412
1:128 0

*Numero total de células por fémur.

Resultados obtidos em duplicata por diluigdo.
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6 - OBTENCAO DO SORO DOS ANIMAIS PARA DETECCAO DA ATIVIDADE
DOS FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS

O sangue dos animais dos 4 grupos experimentais, foram obtidos através de
puncdo do plexo cardiaco, sendo separado em “pools”, centrifugado para obten¢do do soro
e armazenados a -20'C. A presenca de fatores estimuladores de coldnias no soro dos
animais foi determinada pela capacidade promotora do crescimento e diferenciagdo de

precursores hematopoéticos da medula dssea de animais normais.

A atividade estimuladora de colonias foi expressa em unidades por mL e
determinada a partir da curva de titulacdo do meio condicionado de células esplénicas
(SCM) ilustrada na figura 1. De acordo com VAN DEN ENGH e BOL (1975), a menor
concentragdo capaz de estimular o crescimento de clones é considerada como 1 unidade de

CSF/mL.
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Figura 1 - Curva da capacidade estimuladora do crescimento de colOnias expressa em

unidades/mL.
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7 - REALIZACAO DA CURVA DE SOBREVIDA

Com o intuito de observar uma possivel protecdo dos animais tratados com o
EUT, realizou-se uma curva de sobrevida. Foram considerados dois grupos experimentais:
animais somente infectados com Listeria monocytogenes 4x10* bactérias/animal e, animais
tratados com EUT nas doses de 10, 50 e 100mg/Kg por 7 dias e infectados 3 horas apds,
com a mesma concentragdo de bactéria. Os animais foram observados por um periodo de

30 dias.

8 - PESO DO BACO DOS ANIMAIS SUBMETIDOS AOS REFERIDOS
TRATAMENTOS

Ap6s remocgdo do baco (conforme descrito no item 4.2), seu peso foi mensurado

em gramas para posterior analise.

9 - ANALISE ESTATISTICA

A anélise de variancia foi utilizada para avaliar as varidveis CFU-C/fémur;
CFU-C/bago; fatores estimuladores de colonias e peso do baco. O teste de Tukey foi
utilizado quando a andlise de variancia detectava diferencas significativas entre os grupos.
A curva de sobrevida dos animais foi representada pelo método descrito por Kaplan-Maier,
1958 (COLLET, 1994). A comparacdo entre os grupos foi realizada pelo teste de Log-rank.
Em todos os grupos estudados, foram considerados estatisticamente significativos aqueles

cujos valores de P foram menor que 0,05.
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1 - EFEITOS DO EUT SOBRE O NUMERO DE PRECURSORES
HEMATOPOETICOS PARA GRANULOCITOS E MACROFAGOS DA
MEDULA OSSEA E DO BACO DE CAMUNDONGOS (CFU-C)

1.1 - Medula 6ssea

Os resultados do pré-tratamento por 7 dias com EUT na atividade
hematopoética da medula 6ssea em animais normais e infectados com uma dose subletal de
Listeria monoctogenes (IXIO3 bactérias/animal) estdo representados na figura 2; tabela 2, 3,

4 e 5 (apéndice).

O tratamento de animais normais (ndo infectados) com 100mg/Kg do EUT
produziu um aumento no nimero de CFU-GM medular quando comparado com o grupo
controle (P<0,001). A infeccdo com Listeria monocytogenes provocou uma reducdo no
nimero de CFU-GM que foi observado 48 e 72 horas apds a inoculagdo comparado ao
grupo controle (P<0,001). No entanto, quando os animais foram previamente tratados com
50 e 100mg/Kg do EUT e infectados, houve uma prevengao da mielossupressao (P<0,01).
A dose de 100mg/Kg do EUT produziu um aumento no numero de CFU-GM
estatisticamente maior que a dose de 50mg/Kg (P<0,001). A administracdo de 10mg/Kg do
EUT antes da infec¢do ndo produziu altera¢cdes no nimero de CFU-GM comparada com o

grupo controle e com o somente infectado.
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Figura 2 - Efeitos do extrato de Uncaria tomentosa (EUT) (10, 50 e 100 mg/Kg/dia)
administrados durante 7 dias consecutivos sobre o crescimento e diferencia¢ao
de precursores hematopoéticos para granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) da

medula 6ssea de animais normais e infectados com Listeria monocytogenes

(1x103 i.p. bac/animal). Os animais foram sacrificados 24, 48 e 72h apés a
infeccdo. O grupo controle recebeu dgua. Os dados representam a média +
desvio padrdo obtidos de 6 animais por grupo. # P<0,001, em relacdo ao
controle; *P<0,001, em relagdo ao controle, infectado 24 h e infectado 24 h +
EUT 50mg/kg; **P<0,01, em relacdo ao infectado 48 h; ***P<0,001, em
relacdo ao controle, infectado 48 h e infectado 48 h + EUT 50mg/Kg; +
P<0,001, em relac@o ao infectado 72 h; ++ P<0,001, em relacdo ao controle,

infectado 72 h e infectado 72 h + EUT 50mg/Kg. ANOVA - Teste Tukey.
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1.2 - Baco

Os resultados do pré-tratamento por 7 dias com EUT na atividade
hematopoética extramedular em animais normais € infectados com uma dose subletal de
Listeria monoctogenes (1x10° bactérias/animal) estdo representados na figura 3; tabelas 6,

7, 8 ¢ 9 (apéndice).

Nao observamos qualquer alteragdo na formacdo de colOnias esplénicas nos
animais normais (nao infectados) tratados com EUT. Um aumento no nimero de CFU-GM
foi observado, sendo evidente 48 e 72 horas apds a infeccio (P<0,001). Quando os
animais foram pré-tratados com o EUT e inoculados com a bactéria, ndo observamos
atividade hematopoética extramedular, uma vez que o nimero de CFU-GM ndo mostrou
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle nao infectado nos trés tempos apds a

infeccao.
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Figura 3 - Efeitos do extrato de Uncaria tomentosa (EUT) (10, 50 e 100 mg/Kg/dia)
administrados durante 7 dias consecutivos sobre o crescimento e diferenciacao
de precursores hematopoéticos para granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) do

baco de animais normais e infectados com Listeria monocytogenes

(1x103 i.p. bac/animal). Os animais foram sacrificados 24, 48 e 72h apés a
infeccdo. O grupo controle recebeu dgua. Os dados representam a média +
desvio padrdo obtidos de 6 animais por grupo. * P<0,001, em relacdo ao
controle; *P<0,001, em relacdo ao infectado 48h; **P<0,001, em relagdo ao
controle e infectado 48h; © P<0,001, em relacdo ao infectado 72h; ""P<0,001,

em relagdo ao controle e infectado 72h. ANOVA - Teste Tukey.
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2 - EFEITOS DO EUT SOBRE A PRODUCAO DE FATORES ESTIMULADORES
DE COLONIAS (CSFS)

Os resultados do pré-tratamento por 7 dias com EUT sobre a producdo de
fatores estimuladores de coldnias no soro de animais normais e infectados com uma dose
subletal de Listeria monoctogenes (1x10° bactérias/animal) estdo representados na figura 4;

tabelas 10, 11, 12 e 13 (apéndice).

Nos animais normais (nio infectados) tratados com 50 e 100mg/kg do EUT
observamos um aumento nos niveis séricos de CSFs (P<0,01). A presenca da infec¢dao
produziu um aumento agudo nos niveis sé€ricos de CSFs nos trés periodos estudados
(P<0,001). O pré-tratamento com 50 e 100mg/Kg de EUT potencializou a producdo de
CSFs, pois essa foi maior em relacio aos animais apenas infectados (P<0,001). Os
resultados obtidos com a dose de 100mg/Kg do EUT foram estatisticamente maior do que
os obtidos com 50mg/Kg, sugerindo uma resposta dose-dependente (P<0,001). A
administracao de 10mg/Kg do EUT nao produziu alteragdao nos niveis de CSFs comparada

com o0 grupo controle e com o somente infectado.
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Figura 4 - Efeitos do extrato de Uncaria tomentosa (EUT) (10, 50 e 100 mg/Kg/dia)
administrados durante 7 dias consecutivos sobre a producdo de fatores

estimuladores de colonias no soro de animais normais e infectados com

Listeria monocytogenes (1x103 bac/animal). Os animais foram sacrificados
24, 48 e 72h ap6s a infeccdo. O grupo controle recebeu dgua. Os dados
representam a média + desvio padrio obtidos de 6 animais por grupo.
"P<0,01, em relacdo ao controle; ™ P<0,001, em relacdo ao controle e EUT
50mg/Kg; * P<0,001, em relacdo ao controle; *P<0,001, em relacdo ao
controle e infectado 48 h; **P<0,001, em relacdo ao controle, infectado 48 h e
infectado 48 h + EUT 50mg/kg; &p< 0,001, em relag@o ao controle e infectado
72 h; &&p ¢ 0,00lem relacdo ao controle, infectado 72 h e infectado 72 h +
EUT 50mg/kg. ANOVA — Teste Tukey.
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3 - EFEITOS DO EUT SOBRE O PESO DO BACO DOS ANIMAIS

Os resultados do pré-tratamento por 7 dias com EUT sobre o peso do bago de
animais normais e infectados com uma dose subletal de Listeria monoctogenes

(1x10” bactérias/animal) estdo representados na figura 5; tabelas 14, 15, 16 e 17 (apéndice).

O peso do baco dos animais apenas tratados com o EUT ndo apresentou
diferenca significativa em relagdo ao controle. Nos grupos infectados, observamos um
aumento deste 6rgdo, sendo mais evidente nas 48 e 72 horas apds a infecgdo (P< 0,001).
Quando os animais foram previamente tratados com 50 e 100mg/Kg do EUT, a
esplenomegalia foi prevenida, sendo que os valores permaneceram similares aos do grupo

controle.

Resultados
40



N
(6]
|

##

g

(=) #it
-

X 20 -

(/)]

®

£

® 15

o)

N’

S

“ 10 B

0

(@)

© 5 -

o

(/)]

()]

(s 0 -

Controle Nao 24h 48h 72h
Infectado

apés a infecgcao

I Controle .Infectadol I10mg/K_q I.50mg/K_q .1 00mg/Kg

Figura 5 - Efeitos do extrato de Uncaria tomentosa (EUT) (10, 50 e 100 mg/Kg/dia)

administrados durante 7 dias consecutivos sobre o peso do baco de animais

normais e infectados com Listeria monocytogenes (1x103 bac/animal). Os
animais foram sacrificados 24, 48 e 72h apds a infec¢dao. O grupo controle
recebeu dgua. Os dados representam a média + desvio padrdao obtidos de 6
animais por grupo. * P<0,01, em relacio ao controle; ™ P<0,001, em relacio
ao controle; © P<0,01, em relacdo ao infectado 24 h; *P<0,001, em relagio ao
infectado 48h; & p< 0,001, em relacdao ao infectado 72h. ANOVA - Teste
Tukey.
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4 - EFEITOS DO EUT NA SOBREVIDA DE ANIMAIS INFECTADOS COM UMA
DOSE LETAL DE Listeria monocytogenes

Os resultados obtidos na avaliacdo da eficdcia do EUT na sobrevida de animais
infectados com uma dose letal de Listeria monoctogenes (2x105 bactérias/animal) estfo

representados na figura 6; tabela 18 (apéndice).

Podemos observar que os animais apenas infectados, recebendo veiculo
(4gua estéril por gavagem), apresentaram uma taxa de mortalidade de 100% até o quinto
dia apds a inoculacdo bacteriana. O pré-tratamento com as doses de 50 e 100mg/Kg do
EUT aumentou a resisténcia dos animais a Listeria monocytogenes, resultando em
aproximadamente 15 e 35% de sobrevida, respectivamente (P<0,001). Ndo houve diferenca
significativa entre as doses de 50 e 100mg/Kg do EUT. A dose de 10mg/Kg do EUT nao

demonstrou protecdo do animal.
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Efeitos do extrato de Uncaria tomentosa (EUT) (10, 50 e 100 mg/Kg/dia)
administrados durante 7 dias consecutivos na sobrevida de animais infectados
com uma dose letal de Listeria monocytogenes (2x105 bac/animal). P<0,001,
para as doses de 50 e 100mg/Kg em relacdo ao grupo somente infectado

(tratado com agua estéril). n = 20, Curva de Kaplan-Maier, Teste Log-Rank.
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A necessidade de desenvolver terapias mais efetivas, induziu um grande
nimero de investigadores a explorar novas fontes de compostos farmacologicamente
ativos. Plantas com propriedades imunomoduladoras desempenham um papel importante
nestas pesquisas, uma vez que, sdo capazes de aumentar os mecanismos de resposta
imunolégica do hospedeiro proporcionando prote¢do contra infeccdes oportunistas,
freqiientes em pacientes imunossuprimidos, como transplantados, em tratamento com
drogas imunossupressoras, quimioterapia ¢ AIDS (PAULSEN, 1998; SHENG, 2000b;
MASIHI, 2000).

Os granulécitos e macrofagos sdo vitais para a defesa contra infecgdes
bacterianas (CHEERS ef al., 1988). Varios trabalhos tem demonstrado que na listeriose, a
habilidade dos tecidos hematopoéticos em produzir e mobilizar fagdcitos para o sitio da
infeccdo € de central importincia na resposta imunoldgica primdria e consequentemente na
sobrevivéncia do animal (WING et al., 1985; CHEERS et al., 1988; KAYASHIMA et al.,
1993; ZHAN et al., 1998). Durante esta fase, antes da imunidade especifica, esses fagocitos

infiltram os tecidos infectados limitando a multiplicacdo bacteriana (WING et al., 1984).

Em nosso laboratério, diversos trabalhos definiram a listeriose como um facil e
eficaz modelo para o estudo de diversos tipos de compostos naturais, nos varios
componentes da resposta imunolégica do hospedeiro envolvidos na defesa contra a Listeria
monocytogenes, com €nfase na habilidade de tecido hematopoético de produzir e mobilizar
fagécitos (BINCOLETTO e QUEIROZ, 1996; QUADROS et al., 1999; DANTAS et al.,
1999; DANTAS e QUEIROZ, 1999; QUEIROZ et al., 2000a; QUEIROZ et al., 2000b;
MELO et al., 2001; QUEIROZ et al., 2001; QUEIROZ et al., 2003).

Ja estd bem documentado na literatura que, durante a fase inicial da infeccao
com Listeria monocytogenes ocorre uma redu¢do no nimero de células formadoras de
coldnias de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) na medula éssea relacionada com uma
massiva migracao destas células para o baco, com esplenomegalia, e também um elevado
nivel de fatores estimuladores de colonias no soro (CSFs) é encontrado (WING et al., 1984;

WING et al., 1985; CHEERS et al., 1988; CHEERS e STANLEY, 1988).
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Sabe-se que estas células progenitoras podem migrar da medula éssea através
do sangue para outros tecidos hematopoéticos, como o bago, sitio de replicagdo bacteriana,
como parte da defesa do hospedeiro contra bactérias intracelulares (WING et al., 1985). A
persistente elevacdo dos niveis de CSFs serve como estimulo constante para sustentar a
sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e funcdo dos granuldcitos e macréfagos, uma vez
que os niveis retornam ao normal quando a contagem bacteriana no figado e bago
aproximam-se de zero [WING et al., 1984; CHEERS et al., 1988; KAYASHIMA et al.,
1993; ZHAN et al., 1998; GULERIA e POLLARD, 2001; JIN et al., 2002).

Nossos resultados corroboram com estes dados, uma vez que observamos, com
a administracio de uma dose subletal de 1x10° Listeria monocytogenes por animal, uma
significativa reducdo do nimero de CFU-GM da medula ssea, com aumento no baco em
48 e 72 horas apo6s a infec¢do, e, um aumento agudo na concentracdo de CSFs 24, 48 e 72
horas apds a infeccdo. A administragdo de 50 e 100mg/Kg do extrato da Uncaria tomentosa
(EUT) durante 7 dias antes da inoculag¢do da bactéria, ndo s6 preveniu a redu¢do do niimero
de CFU-GM da medula 6ssea com a dose de 50mg/Kg, como elevou os indices acima aos
dos animais controles ndo infectados, com a dose de 100mg/Kg. A hematopoese
extramedular também foi prevenida, sendo que, os nimeros de CFU-GM permaneceram
nos patamares dos animais controles (ndo-infectados). A potencializacdo da atividade
estimuladora de coldnias, relacionada ao pré-tratamento com EUT, foi observada nos 3
tempos apds a infec¢do. Além disso, os animais apenas tratados com EUT demonstraram
aumento significativo do nimero de CFU-GM na medula éssea (100mg/Kg) e dos CSFs no
soro (50 e 100mg/Kg). Esses resultados foram consistentes com o efeito protetor do EUT
observado através de um experimento de sobrevida em animais infectados com uma dose
letal de 4x10* Listeria monocytogenes por animal, onde as doses de 50 e 100mg/Kg
resultaram respectivamente em 15 e 35% de sobrevida. Os resultados observados com a
dose de 100mg/Kg foram estatisticamente mais acentuados do que com 50mg/Kg do EUT,

sugerindo uma resposta dose dependente do EUT.

O preciso mecanismo pelo qual a Uncaria tomentosa aumenta a taxa de
sobrevida dos animais infectados com uma dose letal de Listeria monocytogenes ndo esta

totalmente elucidado, mas nés especulamos que em parte, € devido a0 aumento no nimero
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de CFU-GM na medula 6ssea, uma vez que, existem evidéncias que altos nimeros destes
precursores neste 6rgao favorega a sobrevivéncia dos animais apds a inoculacdo bacteriana
(WING et al., 1984; CHEERS et al., 1988; CHEERS e STANLEY, 1988). O camundongo
C57BL € geneticamente resistente a Listeria monoctogenes e contém pelo menos o dobro
de CFU-GM na medula 6ssea que o Balb/c, antes e depois da infeccdo. A resposta
inflamatoria nesta infeccdo € o influxo de fagdcitos para o sitio da infeccao, sendo que isto
ocorre precocemente no C57BL em conseqiiéncia do alto numero de precursores
hematopoéticos na medula e bago desta linhagem resistente (CHEERS er al., 1978;
CHEERS e MCKENZIE, 1978; YOUNG e CHEERS, 1986; WOOD et al., 1986). Além do
que, a dose letal de Listeria monoctogenes no Balb/c € 100 vezes menor que no C57BL/10

(CHEERS et al., 1988).

A producdo adicional de CSFs no soro de animais pré-tratados com EUT, em
comparacdo ao grupo somente infectado pode estar contribuindo para a producdo e
migracdo dos neutréfilos e macréfagos durante a infeccdo. Sheng er al. (2000),
demonstraram que o tratamento com a Uncaria tomentosa recuperou todas as fracoes de
células brancas sanguineas de maneira proporcional quando a doxorrubicina foi utilizada
para induzir leucopenia em ratos. Esse antineopldsico € toxico para as células precursoras
hematopoéticas e causa depressdao imediata e prolongada da medula 6ssea. Assim, o autor
sugere que esta planta pode ter um efeito direto na mielopoese através da estimulacdo da
producdo de citocinas endégenas (SHENG et al., 2000b). Outros trabalhos sustentam esta
teoria, uma vez que a Uncaria tomentosa induz células endoteliais humanas a secretarem
um fator estimulador da proliferacdo de linfécitos (WURM et al.,1998) e estimula a
liberacdo de interleucina-1 (IL-1) e IL-6 por macrofagos alveolares murinos
(LEMAIRE et al., 1999). A 1IL-1 € uma citocina importante que favorece a quimioatracao
de neutrdfilos para o figado, além de atuar sinergicamente com a IL-12 aumentando a
producdo de IFNy, essencial para ativacao dos macréfagos
(UNANUE, 1997b; UTHAISANGSOOK, 2002). A IL-6 auxilia na producdo de coldnias
de granulécitos e manutencdo da  viabilidade dos neutréfilos  maduros

(MOCClI et al., 1997; HARTY et al., 1996).
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No6s podemos concluir que com os resultados promissores obtidos neste
trabalho sobre a resposta hematopoética, a Uncaria tomentosa possa estar compartilhando
estes mecanismos levando a liberacdo de citocinas biologicamente ativas e isto pode ser
responsével pelo aumento da reserva de CFU-GM na medula dssea favorecendo a resposta

a infeccgao.

Visto que, a Uncaria tomentosa nao somente preveniu a mielossupressao
induzida pela infeccdo, mas também, aumentou a resposta hematopoética em animais
normais, ndés podemos sugerir que a administracdo do seu extrato pode ser util como
adjuvante na profilaxia de infeccdes oportunistas e reducdo dos efeitos colaterais

provocados por terapias imunossupressoras.
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O presente estudo sobre os efeitos do extrato de Uncaria tomentosa (EUT),

demonstrou:

- Aumento do nimero de precursores hematopoéticos para granuldcitos e
macréfagos (CFU-GM) na medula 6ssea, prevenindo a mielossupressao

causada pela infeccdo
- Prevencao da hematopoese extramedular nos animais infectados

- Aumento na atividade estimuladora de coldnias no soro em animais normais

e infectadosAumento na sobrevida de animais infectados
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Tabela 2 - Unidade formadora de col6nia de granulécitos e macréfagos (CFU-GM) da
medula 6ssea de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT)
nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg. Os animais foram sacrificados 24 horas

apo6s o ultimo tratamento. Os animais do grupo controle receberam dgua.

Parametros x10°

N Controle EUT 10 EUT 50 EUT 100
1 17,10 19,65 19,14 20,85
2 14,62 19,31 21,87 19,76
3 15,60 16,13 22,75 24,25
4 16,17 17,14 18,29 25,32
5 18,42 13,96 20,15 27,31
6 16,24 15,68 21,74 24,16
Média 16,36 16,98 20,66 23,61
DP 1,30 2,20 1,74 2,82

Tabela 3 - Unidade formadora de coldnia de granulécitos e macréfagos (CFU-GM) da
medula 6ssea de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT)
nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com Listeria monocytogenes
(LM) (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 24 horas apos a

infeccdo. Os animais do grupo controle receberam agua.

Parametros x10°

N Controle LM 24h 10 + LM 50 + LM 100 + LM
1 17,10 12,25 12,62 18,07 25,38
2 14,62 13,60 11,94 16,52 23,13
3 15,60 16,93 13,27 19,32 24,19
4 16,17 15,81 16,42 13,86 25,21
5 18,42 14,24 15,86 15,18 25,36
6 16,24 10,12 14,24 19,32 27,62
Média 16,36 13,82 14,06 17,04 25,15
DP 1,30 2,45 1,79 2,25 1,50
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Tabela 4 - Unidade formadora de coldnia de granulécitos e macréfagos (CFU-GM) da
medula 6ssea de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT)
nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com Listeria monocytogenes
(LM) (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 48 horas apos a

infeccdo. Os animais do grupo controle receberam agua.

Parametros x10°

N Controle LM 48h 10 + LM 50 + LM 100 + LM
1 17,10 4,32 6,35 9,73 36,90
2 14,62 4,25 6,90 14,90 31,57
3 15,60 5,82 5,26 11,31 28,31
4 16,17 7,47 7,98 10,78 30,36
5 18,42 5,25 4,87 9,14 25,62
6 16,24 6,60 4,55 15,04 30,15
Média 16,36 5,62 5,98 11,82 30,48
DP 1,30 1,27 1,32 2,56 3,76

Tabela 5 - Unidade formadora de coldnia de granulécitos e macrofagos (CFU-GM) da
medula éssea de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT)
nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com Listeria monocytogenes
(LM) (1)(103 bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 72 horas apds a

infeccao. Os animais do grupo controle receberam agua.

Parametros x10°

N Controle LM 72h 10 + LM 50 + LM 100 + LM
1 17,10 10,81 8,64 17.41 24,07
2 14,62 8,52 8,48 20,61 26,63
3 15,60 9,74 8,37 16,41 25,52
4 16,17 9,33 12,21 13,27 30,81
5 18,42 10,68 10,47 17,42 35,31
6 16,24 10,50 14,04 20,61 29,11
Média 16,36 9,93 10,37 17,62 28,57
DP 1,30 0,90 2,34 2,77 4,10
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Tabela 6 - Unidade formadora de colonia de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) do
baco de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT) nas doses
de 10, 50 e 100 mg/Kg. Os animais foram sacrificados 24 horas apds o dltimo

tratamento. Os animais do grupo controle receberam agua.

Parametros x 107

N Controle EUT 10 EUT 50 EUT 100
1 9,36 15,21 10,01 9,36
2 10,08 18,80 11,35 8,36
3 16,56 13,25 17,21 15,68
4 12,96 9,32 16,74 16,09
5 17,64 10,15 13,21 14,94
6 18,72 11,27 12,34 10,15
Média 14,22 13,00 13,48 12,43
DP 3,99 3,56 2,91 3,51

Tabela 7 - Unidade formadora de col6nia de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) do
baco de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT) nas doses
de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com Listeria monocytogenes (LM)
(1)(103 bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 24 horas apds a

infeccdo. Os animais do grupo controle receberam agua.

ParAmetros x10?

N Controle LM 24h 10 + LM 50 + LM 100 + LM
1 9,36 17,61 15,12 17,52 17,08
2 10,08 22,80 16,20 14,10 16,16
3 16,56 19,19 17,28 13,20 9,81
4 12,96 21,53 25,20 16,15 11,93
5 17,64 18,27 17,64 15,27 12,21
6 18,72 23,05 16,48 17,16 13,16
Média 14,22 20,41 17,99 15,57 13,39
DP 3,99 2,36 3,64 1,70 2,74
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Tabela 8 - Unidade formadora de col6nia de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) do
baco de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT) nas doses
de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com Listeria monocytogenes (LM)
(1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 48 horas apés a

infeccdo. Os animais do grupo controle receberam agua.

Parametros x10?

N Controle LM 48h 10+ LM 50 + LM 100 + LM
1 9,36 60,48 38,93 14,64 11,56
2 10,08 63,72 40,54 10,24 11,68
3 16,56 72,84 43,90 11,15 10,27
4 12,96 68,96 44,31 11,68 11,35
5 17,64 67,36 39,27 13,19 10,91
6 18,72 61,33 45,20 15,10 9,74
Média 14,22 65,78 42,02 12,67 10,92
DP 3,99 4,79 2,76 1,96 0,77

Tabela 9 - Unidade formadora de coldnia de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) do
baco de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT) nas doses
de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com Listeria monocytogenes (LM)
(1x1()3 bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 72 horas apds a

infeccao. Os animais do grupo controle receberam agua.

Parametros x10°

N Controle LM 72h 10 + LM 50 + LM 100 + LM
1 9,36 68,04 35,64 12,40 10,07
2 10,08 56,15 33,04 11,60 8,64
3 16,56 54,48 33,04 9,96 12,93
4 12,96 61,56 33,12 15,51 11,71
5 17,64 54,04 36,27 9,37 9,16
6 18,72 58,76 37,39 12,15 11,21
Média 14,22 58,84 34,75 11,83 10,62
DP 3,99 5,32 1,93 2,17 1,63
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Tabela 10 -

Fatores estimuladores de col6nias no soro de animais tratados com extrato de
Uncaria tomentosa (EUT) nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg. Os animais
foram sacrificados 24 horas apds o ultimo tratamento. Os animais do grupo

controle receberam agua.

Unidades por mL
N Controle EUT 10 EUT 50 EUT 100
1 0,85 0,85 3,50 9,68
2 1,42 1,14 4,47 9,40
3 1,14 0,57 2,92 9,11
4 0,57 1,42 3,11 9,68
5 0,28 1,14 2,72 9,11
6 0,85 0,86 2,53 9,40
Média 0,85 1,00 321 9.40
DP 0,40 0,30 0,70 0,25
Tabela 11 - Fatores estimuladores de coldnias no soro de animais tratados com extrato de

Uncaria tomentosa (EUT) nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com
Listeria monocytogenes (LM) (1)(1()3 bactérias/animal). Os animais foram
sacrificados 24 horas apds a infeccdo. Os animais do grupo controle

receberam 4gua.

Unidades por mL

N Controle LM 24h 10 + LM 50 + LM 100 + LM

1 0,85 8,54 7,69 10,11 10,25

2 1,42 7,12 8,83 9,92 10,53

3 1,14 8,26 9,96 9,72 11,10

4 0,57 7,97 8,26 9,53 10,25

5 0,28 9,11 8,54 9,92 10,53

6 0,85 8,26 8,83 9,72 11,67

Média 0,85 8,21 8,68 9,82 10,72

DP 0,40 0,66 0,76 0,20 0,56
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Tabela 12 -

Fatores estimuladores de col6nias no soro de animais tratados com extrato de
Uncaria tomentosa (EUT) nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com
Listeria monocytogenes (LM) (1x10° bactérias/animal). Os animais foram
sacrificados 48 horas apds a infeccdo. Os animais do grupo controle

receberam 4gua.

Unidades por mL
N Controle LM 48h 10 + LM 50 + LM 100 + LM
1 0,85 15,37 16,51 17,99 23,06
2 1,42 13,38 13,95 16,96 19,08
3 1,14 18,22 17,08 17,47 19,93
4 0,57 14,80 16,51 17,73 23,06
5 0,28 13,67 16,80 18,24 22,21
6 0,85 12,81 16,23 18,76 21,35
Média 0,85 14,71 16,18 17,86 21,45
DP 0,40 1,96 1,13 0,62 1,65
Tabela 13 - Fatores estimuladores de col6nias no soro de animais tratados com extrato de

Uncaria tomentosa (EUT) nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com
Listeria monocytogenes (LM) (1x103 bactérias/animal). Os animais foram
sacrificados 72 horas apdés a infeccdo. Os animais do grupo controle

receberam 4gua.

Unidades por mL

N Controle LM 72h 10+ LM 50 + LM 100 + LM

1 0,85 5,70 6,55 9,24 12,81

2 1,42 5,98 5,98 9,48 11,39

3 1,14 5,12 5,41 9,48 13,10

4 0,57 6,55 6,83 9,00 12,24

5 0,28 7,12 7,12 9,97 13,38

6 0,85 541 6,26 9,48 11,96

Média 0,85 5,98 6,36 9,44 12,48

DP 0,40 0,74 0,61 0,32 0,75
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Tabela 14 - Peso do bago de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT)
nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg. Os animais foram sacrificados 24 horas

apods o ultimo tratamento. Os animais do grupo controle receberam dgua.

Parametros x107 (gramas)

N Controle EUT 10 EUT 50 EUT 100
1 8,36 7,05 9,24 732
2 8,98 7,74 8,25 7.21
3 9,80 7,97 7,64 7,66
4 8,27 9,81 7,94 7.46
5 10,62 7,65 6,55 8,32
6 8,18 8,90 7,95 8,91
Média 9,03 8,19 7,93 7,81
DP 0,99 1,00 0,87 0,66

Tabela 15 - Peso do bago de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT)
nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com Listeria monocytogenes
(LM) (IXIO3 bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 24 horas apds a

infeccdo. Os animais do grupo controle receberam agua.

Parametros x107 ( gramas)

N Controle LM 24h 10 + LM 50 + LM 100 + LM
1 8,36 14,84 11,74 10,08 10,58
2 8,98 12,92 12,06 7,14 8,95
3 9,80 11,76 12,44 10,32 9,82
4 8,27 10,91 13,55 10,14 8,62
5 10,62 11,75 13,39 10,66 7,89
6 8,18 10,56 12,52 10,71 9,95
Média 9,03 12,12 12,62 9,84 9,30
DP 0,99 1,56 0,72 1,35 0,99
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Tabela 16 - Peso do bago de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT)

nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com Listeria monocytogenes

(LM) (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 48 horas apos a

infeccdo. Os animais do grupo controle receberam agua.

ParAmetros x1072 (gramas)

N Controle LM 48h 10 + LM 50 + LM 100 + LM
1 8,36 19,69 16,19 9,59 10,14
2 8,98 20,49 14,27 12,67 9,87
3 9,80 17,56 15,73 10,70 13,99
4 8,27 19,21 14,74 12,20 9,41
5 10,62 20,52 10,49 15,20 10,37
6 8,18 21,74 13,54 14,32 11,18
Média 9,03 19,87 14,16 12,45 10,83
DP 0,99 1,42 2,04 2,12 1,66

Tabela 17 - Peso do bago de animais tratados com extrato de Uncaria tomentosa (EUT)

nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com Listeria monocytogenes

(LM) (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 72 horas apos

a infec¢do. Os animais do grupo controle receberam agua.

Pardmetros x1072 (gramas)

N Controle LM 72h 10 + LM 50 + LM 100 + LM
1 8,36 21,92 18,59 14,45 14,27
2 8,98 18,60 16,66 14,41 13,89
3 9,80 20,06 18,94 17,92 15,90
4 8,27 17,65 18,19 17,41 12,41
5 10,62 19,62 16,20 13,06 14,96
6 8,18 18.35 17,56 18,31 14,79
Média 9,03 19,37 17,69 15,93 14,37
DP 0,99 1,52 1,09 2,22 1,18
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Tabela 18 - Avaliacdo da sobrevida de animais tratados durante 7 dias com extrato de

Uncaria tomentosa (EUT) nas doses de 10, 50 e 100 mg/Kg e infectados com
Listeria monocytogenes (LM) (4)(104 bactérias/animal). Andlise de

Kaplan-Meier seguido de teste de Log-Rank.

Dia LM 10 + LM 50 + LM 100 + LM
10

20

3° 11 6

4° 5 5 5 3

5° 4 7 7 5

6° 2 5 5

30°
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