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RESUMO



A Withania somnifera (WS) é uma planta popularmente conhecida na medicina hindu pela
sua potente capacidade de reforcar a saude e prevenir doengas. Diversas investigacGes
cientificas t&ém atribuido essa qualidade ao potencial adaptogeno das suas raizes, que
provaram estimular a celularidade da medula éssea € a atividade de linfocitos e macrofagos
peritoneais em camundongos normais € imunocomprometidos, além de elevar os niveis de
citocinas e anticorpos circulantes. Estes achados tém qualificado a WS como droga
imunopotencializadora e mieloprotetora, € abrem discussiio para o seu uso como agente
adjuvante em terapias imunossupressoras, tais como a quimioterapia e radioterapia do
cincer e a antibioticoterapia em infec¢des severas. O nosso trabalho consistiu em avaliar os
efeitos imunomoduladores da WS em um modelo experimental de infec¢do, uma vez que a
maioria dos estudos in vive envolvendo a planta foram realizados em animais induzidos
artificialmente ao estresse ou ao céncer. No nosso estudo, os camundongos inoculados
peritonealmente com uma dose subletal de uma bactéria intracitoplasmatica (Listeria
monocytogenes) apresentaram uma queda na atividade hematopoética (CFU-GM) da
medula 6ssea ¢ na produgfio de células linfocitérias do bago que, por sua vez, foram
aumentadas nos camundongos profilaticamente tratados com a WS, A administragdo oral
do extrato em camundongos normais também estimulou significativamente a proliferacéio e
diferenciacio de granulocitos, macrdfagos e linfocitos quando comparados com os animais
ndo tratados. N6s também pudemos notar que a listeriose promoveu marcada migracdo das
células fagocitarias da medula dssea em direcfo ao baco, mas o pré-tratamento com a WS
restabeleceu essa hematopoese extramedular aos niveis normais nos camundongos
mfectados. Esta protegio pdde ser confirmada pela reducfio no peso do bago dos
camundongos infectados que receberam tratamento profildtico em contraste com ¢ grupo
somente infectado. A WS foi igualmente capaz de estimular a produgfio de fatores
estimuladores de colénias no grupo imunossuprimido com a bactéria, bem como nos
animais normais, quando estes valores foram comparados com o controle. Todos estes
beneficios somados culminaram na resisténcia do hospedeiro contra a listéria, uma vez que
os grupos infectados e previamente tratados por 10 dias consecutivos com as doses de 100 ¢
500mg/Kg apresentaram 10% de sobrevida contra 100% de mortalidade entre aqueles
somente inoculados com uma dose letal da L. monocyrogenes na nossa curva de sobrevida.

Embora as ditas doses tenham aumentado a resisténcia dos camundongos, o maior indice de
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sobrevivéncia foi alcangado com a administracio de 250mg/Kg da W. somnifera, a qual
protegeu 30% dos animais inoculados. Os resultados obtidos neste estudo sustentam a
proposta de aplicaciio da WS como agente adjuvante no tratamento de pacientes submetidos
a terapia antimicrobiana, com o intuito de proteger uma das manifestagtes fisiologicas mais
importantes na luta contra as infestagdes por patogenos, a resposta imunolégica. Os nossos
achados também podem ser estendidos até a medicina preventiva, visto que o estilo de vida
moderno pode afetar o delicado sistema imunoldgico por meio dos efeitos
imunossupressores dos corticosterdides e opidides enddgenos, catecolaminas e hormdnios

da pituitaria, predispondo os individuos as infec¢des oportunistas.
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ABSTRACT



Withania somnifera (WS) is a popular plant in the hindu medicine known for its strong
capacity to reinforce health and prevent diseases. Many investigations have related this
quality to the roots’ adaptogenic potential, which proved to stimulate marrow cellularity
and to activate lymphocytes and peritoneal macrophages in normal and
immunocompromised mice, as well as to elevate cytokine and circulating antibody levels.
These findings regard WS as an immunopotentializing and myeloprotecting drug, and open
discussion for its use as an adjuvant agent in immunosuppressing therapies, such as
chemotherapy and radiotherapy in céncer and antibiotictherapy in severe infections. Our
work consisted of evaluating WS’s immunomodulatory effects in an experimental infection
model, once most of the studies involving this plant were carried out in animals artificially
induced to stress or cancer. In our study, the peritoneal injection of a sublethal dose of an
intracitoplasmatic bacteria (Listeria monocytogenes) reduced bone marrow hematopoietic
activity (CFU-GM) and spleen lymphocyte production in mice, which were increased when
the animals were prophylaticlly treated with WS. The oral administration of the extract to
normal mice significantly stimulated granulocyte, macrophage and lymphocyte production
as well when the results were compared to the non-treated animals. We could also note that
listeriosis promoted phagocytic cellular migration from marrow towards spleen, but the
pretreatment with WS re-established this extramedular hematopoiesis back to normal levels
in the infected group. This protection could be confirmed through spleen weight reduction
in the treated infected mice in contrast to the non-treated infected ones. WS was likely able
to augment colony stimulating factor levels in the bacteria-immunosuppressed group, as
well as in the non-infected animals, when the values were compared with the control. The
sum of all of these benefits culminated in the host’s resistance to listeria, since the infected
groups previously treated with 100 and 500mg/Kg for 10 consecutive days had a 10%
survival against 100% mortality of the animals infected with a lethal dose of L.
monocytogenes in our life-span curve. Although the cited doses had increased mice
resistance, the major index survival was reached with 250mg/Kg of the extract, which
protected 30% of the moculated animals. These results sustain our proposal for WS’s use as
an adjuvant agent in the treatment of patients undergoing antimicrobial therapy, aiming to
protect one of the most important physiologic manifestations in the fight against pathogen

infection, the immune response. Our findings alsc could be extended to the preventive
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CONSIDERACOES GERAIS DA PLANTA

A Withania somnifera (WS) ¢ uma planta distribuida desde a regifio Leste do
Mediterrdneo até o sul da Asia, e extensamente utilizada na medicina Ayurvédica como
remédio caseiro em varias condigbes patologicas. O extrato das suas raizes € oficialmente
mencionado na Farmacopéia Indiana, cujos principais constituintes sdo alcaldides,
terpenoides com esqueleto tetraciclico similar ao cortisol, e lactonas esteroidais, incluindo
withanolideos (I, II, I, IV, V, VI e VII) e withaferina A. QOutras substincias e suas
respectivas atividades farmacolégicas estdo sendo descobertas em pesquisas recentes. Além
das lactonas withanolidicas, a fruta da WS também contém cumarinas, escopoletina,
aesculetina, beta-amirina e fistosterdis (estigmasterol € sitosterol)
(RAHMAN et al, 2003; ILAYPERUMA et al, 2002; TUVONE et al, 2002;
ABOU-DOUH, 2001; DAVIS et al, 1998).

Bastante conhecida como Ashwagandha ou Ginseng Indiano, a WS ¢ um ténico
geral popularmente usado para aumentar a energia orgénica, melhorar as condigdes gerais
de satde e longevidade, e prevenir doencas na terceira idade. Muitos estudos
farmacolégicos t€m sido conduzidos para investigar as suas propriedades e validar a sua
aplicaco como agente medicinal de multiplas particularidades. Os experimentos tém
demonstrado que a WS possui propriedade antiinflamatéria, antioxidante e
imunoestimulante. E um potente agente antitumoral, anti-ulcerogénico, antihepatotoxico,
antiariritico e cardioprotetor, além de ser ativo contra picada de escorpifio. Parece que a
planta em questdo também exerce influéncia positiva sobre o sistema endéerino, urogenital

e nervoso central (DEEPA et al, 2002; IUVONE et al, 2002; LEEMOL et al, 2000).

Alguns autores relacionam o poder revitalizante dessa planta com o efeito
imunoestimulante das suas raizes, mas os mecanismos que explicam essa propriedade sdo
escassamente compreendidos. As raizes da WS sfo classificadas como “rasayanas”, um
grupo de drogas isoladas de fitoterdpicos da medicina hindu com propriedades
marcadamente semelhantes aquelas observadas nas plantas adaptogénicas, tal como o
Panax ginseng. Estas plantas incrementam a resisténcia nSo especifica do corpo contra
diversos agentes estressores € ajudam a promover os estados fisico e mental do individuo.

De fato, a atividade adaptogénica da WS foi comparada aquela do Panax ginseng num

fntroducde
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modelo de estresse cromico envolvendo ratos Wistar. Ambas atenunaram os sintomas
provocados pelo estresse, tais como imunossupressdo, hiperglicemia, intolerincia 2 glicose,
niveis plasmaticos aumentados de corticosterona, ulceracdes gastricas, disfungio sexual
masculina, déficits cognitivos e depressio mental. Os resultados observados para a WS
neste estudo foram produzidos com doses menores (25 e 50mg/Kg) do que aquela usada
para o P. ginseng (100mg/Kg) (BHATTACHARYA et al, 2003; TUVONE et al, 2002;
LEEMOL et al, 2000).

O poder imunoestimulador da WS ¢ tal que um extrato comercial da sua raiz foi
utilizado como controle positivo numa avaliagdo da atividade anti-estresse da Trichopus

zeylanicus pela equipe de SINGH (2001) (SINGH et al, 2001).

Diversas investigagdes envolvendo a WS tém revelado um perfil de atividade
consoante com qualidades imunomoduladoras. Descobriu-se que a WS é capaz de aumentar
as c¢lulas brancas totais da medula éssea, o que indica significativamente estimulacio do
sistema hematopoético. Seus glicowithanolideos e uma mistura de sitoindosideos IX ¢ X
também produzem a mobilizagio e ativagdio estatisticamente significativa de macréfagos
peritoneais e da fagocitose, assim como aumentam a atividade das enzimas lisossomais. O
extrato da raiz da WS foi igualmente testado quanto ao seu efeito imunomodulador em trés
modelos murinos de mielossupressdo: ciclofosfamida, azatioprina e prednisolona
(ZIAUDDIN et al, 1996). Neste estudo, foram observados incrementos significativos na
concentragiio de hemoglobina, na contagem de células brancas e vermelhas, na contagem
de plaquetas e no peso corporal dos camundongos mielocomprometidos e tratados com a

WS quando comparados com o grupo controle no tratado (DAVIS et al, 1999).

Parece que a W. somnifera exerce efeito ao nivel transcripcional de genes por
meio da ativagdo do fator-xB nuclear (NF-xB). Em sinergia com outros fatores de ativaglio
transcripeional, NF-«xB exerce papel central na coordenacfio da expressio génica do 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e diversas
interleucinas em macrofagos ativados (IUVONE et al, 2003). De fato, IUVONE er af
(2002) puderam confurmar que o extrato metandlico das raizes da WS estimula a expressio

do INOS em macréfagos murinos (IUVONE et al, 2003). Outro estudo também mostra que

Irtredugie
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o tratamento de camundongos normais com 2 WS eleva os niveis de anticorpos circulantes,
em especial interferon-gama (INF-y), interleucina-2 (IL-2) e fator estimulador de
granulécitos e macréfagos [unidades formadoras de coldonias (CFU-GM)], e reverte os
niveis reduzidos destas substincias em animais previamente tratados com ciclofosfamida
(DAVIS et al, 1999). O extrato em questdo ainda aumenta a proliferagio e diferenciacio de
células-tronco e inibe os niveis de produgdo do TNF-a (IUVONE et al, 2003). Estes
resultados conferem qualidade imunopotencializadora e mieloprotetora 3 WS através da

estimulagdo da producdio de citocinas (MISHRA et al, 2000),

O extrato da WS ainda foi testado em um modelo experimental de aspergilose,
no qual prolongou o tempo de sobrevida dos camundongos infectados quando oralmente
administrada por 7 dias consecutivos no estudo de Dhuley (1998). Essa capacidade
protetora foi relacionada com o aumento da fagocitose e com o exterminio intracelular
exercido pelos macréfagos peritoneais sobre ©s microrganismos (DHULEY, 1998). O
namero de leucéeitos periféricos no foi modificado, sugerindo uma possivel mobilizagdo

celular de outros compartimentos (IUVONE et al, 2002; DHULEY, 1998).

A nossa equipe também avaliou ©s efeitos da WS em camundongos normais e
inoculados com tumor ascitico de Ehrlich (T AE), cujos resultados recentemente produzidos
¢ publicados corroboram com aqueles supraczitados (MELO et al, 2004). A administragiio
prévia de 20, 50 e 100mg/Kg da planta gpor 10 dias consecutivos em camundongos
mielossuprimidos com TAE aumentou o crescimento e diferenciacio dos precursores
hematopoéticos da medula 6ssea murina, Da mesma forma, a WS restabeleceu a
hematopoese extramedular produzida pelo trammor nos mesmos camundongos e reverteu,
concomitantemente, o peso do bago de volta 20s valores normais. O TAE ainda produziu
uma redugdo drastica na proliferagio de célulzms linfocitéria e narural killer (NK) do grupo
ndo tratado, ao passo que a WS elevou es Ses niveis acima do normal numa relagdo
dose-dependente nos animais inoculados. MEELO (2004) comprovou que a planta em
questdo impede a polarizacio da resposta i#munologica Thl-Th2 tipica de organismos
inoculados com TAE por meio de um aumentcs  significativo dos niveis de IL-1, 1L-6, IL-10
e INF-y. Por fim, a equipe do nosso laborator—5© encontrou que a administracdo profilatica

dos camundongos induzidos 20 cancer com 20, 50 e 100mg/Kg do extrato estendeu a
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sobrevida do grupo tratado em 30, 35 e 40 dias, respectivamente, em contraste com os

animais somente inoculados, os quais morreram até o 20° dia de observagio
(MELO et al, 2004}.

Estudos de toxicidade aguda também revelaram boa margem de seguranca com

elevado indice terapéutico para a WS (SINGH et al, 2003).

Os beneficios exercidos pela WS sobre o sistema imunologico estiio claros,
assim como estd evidente seu potencial de proteciio do organismo diante de agentes
infecciosos. Visto que fitocompostos adaptogenos estdio encontrando seu papel como
agentes adjuvantes ao lado das drogas classicamente prescritas pelos médicos, nds nos
propusemos a avaliar a atividade imunomoduladora da planta em camundongos infectados
pela bactéria Listeria monocytogenes, uma vez que os estudos envolvendo seu valor
mieloestimulante em modelos de infecgfio sdo escassos. A maioria dos estudos sustenta o

poder imunomodulador da WS em modelos de estresse ¢ de cincer.

Aplicando esse modelo experimental, nds também esperamos contribuir para a
maior compreensdo do mecanismo pelo qual 2 WS aumenta e/ou modula a resposta

1munologica na presenca de microrganismos patogénicos.

MODELO EXPERIMENTAL DE INFECCAO POR Listeria monocytogenes

O modelo experimental de infecgio com a Listeria monocytogenes possibilita o
estudo da resisténcia do hospedeiro contra bactérias e facilita a avaliagio dos efeitos
produzidos pelo agente em estudo. A infecclio por Listeria monocytogenes em
camundongos tem sido extensivamente utilizada como modelo de interagfio entre parasita e

hospedeiro para o estudo da resposta imunolégica (MACKANESS, 1962:
HAHN et al, 1981).

A Listeria monocytogenes € um bacilo gram-positivo pertencente a um grupo
de microrganismos de agfio inmtracitoplasmatica. O processo de defesa envolvido na
resisténela contra essa bactéria € caracterizado inicialmente pela imunidade inata do
hospedeiro, seguida por uma resposta imune especifica como tentativa de garantir a total

erradicaciio do patégeno.
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Ao entrar em contato com o organismo, a listéria deixa rapidamente a corrente
sanguinea, alojando-se em células fagocitirias, preferencialmente células hepdticas e
macréfagos, iniciando o processo infeccioso, que, além de fagdcitos, envolve as células T e
citocinas também (KAUFMANN, 1993). Apéds ser fagocitada, a L. monocytogenes produz
uma toxina denominada listeriolisina O (LLO) que lsa o fagolisossomo e permite sua saida
para o citoplasma. Neste local, a bactéria prolifera-se, migra para as células adjacentes e
inicia, assim, a sua disseminagfio (NISHIBORI et al., 1996; SOUTHWICK e PURICH,
1996; DRAMSI et al., 1998). Assim sendo, a migragiio de células fagocitdrias como
macréfagos, granuldcitos e células natural killer (NK) para o local de replicacfio da bactéria
€ um componente essencial para a sobrevivéncia do animal durante esta fase micial da
infecciio (NORTH, 1970; BENNET e BAKER, 1977; LEPAY et al., 1985; ROSEN et al,
1989).

Estas células fagocitarias sfo origindrias das células primitivas pluripotenciais
da medula 0ssea, denominadas células formadoras de colonias (CFCs), as quais podem dar
origem a qualquer c€lula  sanguinea dependendo do  estimulo  recebido
(METCALF, 1984; QUEIROZ, 1988). O crescimento ¢ a diferenciacio dessas células sio
modulados pelos fatores estimuladores de colbnias (CSFs)
(STEVENSON et al, 1981; METCALF, 1989; HUME et al., 1988). Elevados niveis destes
fatores aparecem no soro e tecidos dos animais infectados no periodo inicial da infeccfio

(WING, 1987; YOUNG e CHEERS, 1986).

Os macrdéfagos sio as principais células atuantes nessa fase e ao serem
infectados, liberam algumas citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-1 (IL-1), IL-6,
IL-12 e TNF-a, que estimulam as células NK a secretarem IFN-y
(ROGERS et al,, 1994; LIU ¢ CHEERS, 1993; MIELKE et al, 1993; TRIPP et al, 1993;
KOPF et al, 1994; DALRYMPLE et al, 1995, HUNTER et al, 1995; LIU e
KURLANDER, 1995; SKEEN e ZIEGLER, 1995; UNANUE, 1997). Altas concentracdes
de IFN-y promovem a ativacio dos macréfagos, conduzindo a uma maior expressio das
moléculas da classe II do complexo de histocompatibilidade principal (MHC classe II).
Este complexo apresenta a bactéria a resposta imune adquirida do organisme, que atuars de

maneira especifica na erradicacdio da infeccio, através da agéio de células T CD4™CDS™ o/B
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e CD4CD8 /8 (MOMBAERTS et al., 1993). Diante da importéancia das células fagociticas
na fase inicial da infec¢io pela listéria, a avaliagio do crescimento e diferenciacdo das
células de defesa citadas por meio da técnica de cultura clonal de precursores
hematopoiéticos da medula éssea para granulécitos e macréfagos (CFU-GM) é um
indicador fiel do grau de comprometimento do organismo dos animais infectados pelo

microrganismo em questio.
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Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da WS em camundongos

infectados com Listeria monocytogenes sobre os seguintes parametros:

e Os efeitos da WS sobre o crescimento e a diferenciagdo de granulocitos e
macréfagos da medula 6ssea (CFU-GM) em animais normais e infectados

que receberam tratamento com diferentes doses da planta em estudo.
» O peso do bago (presenca de esplenomegalia).

» A presenca de fatores estimuladores de coldonias (CSF) de células

precursoras hematopoéticas no soro de animais tratados com a WS.

+ Avaliar o efeito do tratamento com a WS sobre a capacidade de proliferagio

de hnfocitos T em animais normais e infectados.

» A resisténcia dos animais tratados com diferentes doses do extrato da WS e

infectados com uma dose letal de Listeria monocytogenes.

Objetives
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1- ANIMAIS

Para a realizaco deste estudo foram utilizados camundongos machos BALB/c
com idade de 8 a 10 semanas, os quais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Durante a fase experimental, os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas, em sala climatizada sob temperatura constante de
26+2°C, com ciclo escuro de 12 horas. O regime alimentar foi o tipo classico com ragfio

comercial padrao. O tratamento foi realizado pela via oral (gavagem).

Os experimentos foram realizados em grupos de animais submetidos aos

seguintes tratamentos:
a) animais controle (sem tratamento);
b) animais inoculados com a Listeria monocytogenes
¢} animais nfio inoculados com a bactéria e tratados com o extrato da WS;

d) animais inoculados com a bactéria e tratados com o extrato da WS.

1.1 - Tratamento

O extrato da WS foi gentilmente cedida pela Galena Indistria Farmacéutica

Lida (Brasil). O produto consiste de um pé marrom clare a marrom escurc com odor e

sabor caracteristicos.

Para o tratamento dos animais, o extrato da WS foi ressuspenso em 4gua
destilada e preparado nas doses de 100, 250, 500 ¢ 900mg/Kg. Os animais controle ndo
infectados receberam todas as doses pela via oral (gavagem) durante 10 dias consecutivos.
Ja os grupos infectados que receberam a planta foram tratados profilaticamente por 10 dias

consecutivos. A bactéria foi inoculada 2 horas depois da Gltima administracfio.

Baterinis ¢ Métodos
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1.2 - Listeria monocytogenes

A bactéria utilizada para infectar os animais consiste de um cocobacilo gram-
positivo, anaerdbio facultativo, moével por flagelo peritriquios a temperatura ambiente,
facilmente cultivdvel em 4gar-sangue. Esta cepa foi gentilmente cedida pelo Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Patologia Clinica ~ Hospital de Clinicas desta
universidade. Apo6s a aquisicio, a listéria fol submetida a vérios testes bioquimicos que

confirmaram a sua identidade. Os testes realizados demonstraram os seguintes resultados:
e Oxidase- positivo
e (atalase- positivo
e (Carboidratos- acdo fermentativa
e Xilose- negativo
e Manitol- negativo
s Bile esculina- positivo
e Beta hemolise- positivo
s (CAMP-Test: Staphylococeus aureus- positivo
Rhodococcus equi- negativo

Para desencadear a infecclo nos animais, foi necessario determinar o nimero
ideal de microrganismos a ser injetado. A dose ideal ndio provocou a morte rapida dos
animais para que fosse possivel a realizacio dos experimentos apés a infecciio. A bactéria
foi mantida em melo de cultura BHI (Brain-Heart Infusion) e incubada por 24 a 48 horas a
temperatura de 37°C. As colbmias obtidas nas culturas frescas de 4gar-sangue foram
diluidas em solugfio salina 0,9% e as concentracBes foram determinadas por

espectrofotometria através da Escala de McFarland (Vitek Colorimeter).

HMateriais ¢ Métodos
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Para a manutengio da patogenicidade da bactéria, a mesma foi periodicamente
repassada sucessivamente por 25 vezes em camundongos, conforme descrito a seguir. As
bactérias diluidas em solucdo salina a 0,9% foram inoculadas intraperitonealmente nos
camundongos. Nas quarenta e oito horas seguintes, os bagos foram isolados em ambiente
estéril, macerados, mantidos em BHI por 24 a 48 horas e, logo depois, a bactéria foi isolada
em placas de dgar-sangue. Apos o seu isolamento, diluigdes da mesma foram realizadas até

atingir a concentracfio apropriada para o uso.

Para o estudo dos parimetros imunol6gicos ¢ hematolégicos foi utilizada a dose
subletal de 5x10° bactérias/animal. Para a avaliacfio da sobrevida dos animais foi necessdrio
utilizar uma concentragio letal de 2x10° bactérias/animal. As bactérias foram inoculadas
intraperitonealmente em ambas as situagdes. A resposta hematopoiética foi avaliada 24, 48

e 72 horas apds a mfecgdo.

2 - CULTURA CLONAL DE PRECURSORES HEMATOPOKTICOS DA MEDULA
OSSEA(CFU - O)

Apés sacrificar o animal por deslocamento cervical ¢ realizar assepsia da pele
com alcool 70%, o fémur foi exposto. A cartilagem foi removida sobre o orificio da
extremidade distal e o osso foi cortado na jungio superior. A medula 6ssea foi transferida
com o auxilio de agulha e seringa para um tubo contendo meio RPMI 1640
{Sigma Chemical Co, USA).

O namero de células na suspensdo foi determinado em cAmara
hematocitométrica apds diluicdo 1:10 em eosina 1% e a concentragdio ajustada para 1x10°

céhulas/ml. Logo depois, o meio mais dgar foi preparado. Este meio consistiu de:

e 30% de meic DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium, Sigma) 2x

concentrado
s 20% de soro bovino fetal (SBF)

s 50% de agar (Bacto-Agar, Difco) (concentragio final 0,3%)

Buateriais ¢ Metodos
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2.1 ~ Producao do SCM

Bagos de camundongos BALB/c foram removidos sob condigdes assépticas e
passados delicadamente através de peneira de ago inoxidavel estéril. Uma suspensiio com
2x10° células/mL em meio RPMI-1640 (Sigma) contendo 10% de soro humano inativado
(30 minutos a 56°C) ou 19% de soro fetal bovino foi preparado. Ainda adicionou-se ao
meio 5x10”°M de 2-mercaptoetano} (concentragfio final) e 0,05mL de “pokeweed mitogen”
por cada ImL de meio. Incubou-se essa mistura final por 7 dias a 37°C em estufa (imida
contendo CO; a 5%. Centrifugou-se o sobrenadante e filtrou-se em filtros milipore. A
atividade funcional do CSF foi determinada através dos estimulos produzidos sobre o
crescimento clonal de células progenitoras hematopoiéticas em meio semi-solido. A
titulagdo deste lote de SCM demonstrou que uma diluigio de até 1:4 fornece resultados que
estdo dentro dos niveis de resposta supramaxima. Os resultados em duplicata da titulagfio
realizada em cultura de 7 dias estfo apresentados na Tabela 1. O estudo morfologico das

coldnias ap0s coloragho indicou o predominio de coldnias de granuldcitos e macrofagos.

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

células de medula 6ssea de camundongos BALB/c*

DUILUICAO SCM CFU-GM*
1:1 109,244,2
12 102:43.5
14 105,645.1
1:8 75,624,2
1:16 57,644,0
1:32 34,8+3,0
1:64 7,2+1,2
1:168 0

*Nfmero de células da medula dssea utilizado=1 x 10° céhulas/mL..

*Resultados obtidos em duplicata por dituigio.

Baterinis ¢ Mdiodos
29



Ao meio acima descrito foi adicionado o volume apropriado de células da
medula (1x10° células/mL), de cuja mistura 2mL foram distribuidos em cada placa de Petri
(35mm) contendo 0,1mL do estimulo apropriado (SCM). Apos geleificar, as placas foram
incubadas por 7 dias a 37°C em presenca de CO; a 5%. Apos este periodo, o niimero de

colonias foi contado em microscopio de dissecgdo com aumento de 40x.

3 - PESO DO BACO DOS ANIMAIS SUBMETIDOS AOS TRATAMENTOS

Apds o sacrificio dos animais por deslocamento cervical, foi realizada uma
incisdo na regifio lateral esquerda da cavidade peritoneal para a remocéo do bago. O 6rgio
foi lavado com soluglo salina e transferido para um tubo contendo 9mi de meio RPMI

1640. Em seguida, o orgdo foi pesado e divuissionado.

4 - OBTENCAO DO SORO DOS ANIMAIS PARA DETECCAO DA ATIVIDADE
DOS FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS

O sangue dos animais dos grupos experimentais foi obtido por pun¢fo cardiaca.
Realizou-se “pools” dos grupos de animais, que foram centrifugados para obtencio dos
respectivos soros. A presenga de fatores estimuladores de colénias no soro dos animais em
questdo fo1 determinada pela sua capacidade promotora do crescimento ¢ diferenciagio de

precursores hematopeoéticos da medula éssea de animais normais.

A atividade estimuladora de coldnias foi expressa em unidades por mililitro
{(Unidades/mL) e determinada a partir da curva de titulagio do meio condicionado de
células esplénicas. De acordo ¢om Van Den Engh e Bol (1975), a menor concentragio
capaz de estimular o crescimento de clones deve ser considerada como 1 unidade de CSF

(vide figura 1 na préxima pagina).
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Figura 1 - Curva de capacidade estimuladora do crescimento de coldnias expressa em
unidades.

5 - OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO BACO E CULTURA
DAS CELULAS ESPLENICAS

A capacidade proliferativa de linfocitos € uma prova que avalia as propriedades
funcionais dos linfocitos de acordo com a sua resposta a mitdgenos in vifro, como a
concanavalina A (Con A; Sigma Chemical Co, USA). Nesta prova, a competéncia
funcional dos linfécitos foi avaliada, mas nfo o seu nimero, o que permite determinar,
desta forma, a resposta imunologica através do método de reducdo do tetrazolium. Para
tanto, os bagos dos camundongos foram coletados assepticamente e homogeneizados com o
auxilio de um macerador, utilizando-se meio RPMI-1640 (Cultilab). As células
mononucleares foram obtidas adicionando-se tampio de lise (NHsCI 0,85% - Tris 15 mM,
pl7,2) ao botéo celular previamente concentrado. Apos 3 lavagens com meio RPMI, as
células foram ajustadas a uma concentracio de 1x10° células/mL em meio RPMI-1640
{Sigma Chemical Co, USA) suplementado com 5% de sorc bovino fetal, penicilina

(100 pg), hepes 25 mM, 2-mercaptoetanol (1:100) e glutamina (216 mg/mL).
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Duzentos microlitros da suspensfio celular (item 3.8.1) enriquecida com 5% de
SBF e 10 ul de solu¢do de Con A (concentracio final de 2,5 png/mlL) foram adicionados aos
orificios de uma placa de microcultura com 96 orificios. Logo depois, as células de cada
amostra foram adicionadas. O ensaio foi realizado em triplicata para cada animal. As placas
foram mantidas 72 horas em estufa tmida a 37°C com CO; a 5%. Apds este periodo, a
solucio de MTT (Kit Boehringer Mannheim) foi adicionada em cada well e a placa de
cultura foi incubada por mais 4 horas. Ao final deste perfodo, adicionou-se a solugio

solubilizante do MTT e efetuou-se a leitura em ELISA a 570 nm.

6 - DOSAGEM DE Interferon-y PELO METODO IMUNOENZIMATICO

Para a dosagem do INF-y foi utilizado o sobrenadante de culturas de células T

esplénicas. As suspensdes celulares utilizadas nestas culturas foram preparadas conforme

descrito no item 5.

Nos orificios da placa de cultura com 24 wells contendo 800 ul. de meio
RPMI-1640 enriquecido com 5% de soro bovino fetal, penicilina (100 ug), hepes 25 mM,
2-mercaptoetanol (1:100) e glutamina (216 mg/mL) foram adicionados 200 plL da
suspensdo celular (1x10° células/mL) e 50 ul. de Con A (concentragfio final: 2,5 pg/mi). A
placa foi incubada em estufa imida 3 temperatura de 37°C e 5% de CO,. Apbs 24 e 48
horas, os sobrenadantes correspondentes a cada amostra foram coletados e armazenados
a -20°C para a dosagem da citocina em questdo. Com o objetivo de verificar a possivel

ocorréncia de estimulagdo espontinea, foram incubadas células de cada amostra na

auséncia de estimulo (Con A).

A dosagem do INF-y foi realizada pelo método imunoenzimatico-ELISA de

captura (Pharmingen, USA), utilizando-se os seguintes Kits (BD OptEIA™ ELISA Set):
» BD OptEIA™ ELISA Set Mouse IL-1a (Catalogoe mimero 550347)

e BD OptEIA™ ELISA Set Mouse IL-6 (Catalogo niimero 555240)

Muterinis & Métodos
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e BD OptEIA™ ELISA  Set Mouse TNF-a (Mono/Mono)
(Catalogo nimero 555268)

o BD OptEIA™ELISA Set Mouse IFN-y (Catalogo nimero 555138)
e BD OptEIA™ELISA Set Mouse IL-10 (Catalogo ntimero 555252)

Os sobrenadantes obtidos nas culturas foram colocados em microplacas de 96
orificios (NUNC- Maxisorp, DM), previamente sensibilizadas por 100ul dos anticorpos de
captura diluidos em tampédo PBS (pH 7.0) dos respectivos kits e incubados “overnight” a
temperatura ambiente. Apds este periodo, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS/Tween), e as reagdes inespecificas bloqueadas com 200
ul. de PBS contendo 10% de SBF (PBS/SBF) por 1 hora a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes das outras culturas das células esplénicas e os padrdes
(anticorpos recombinantes diluidos em PBS/SBF) foram adicionados em duplicata e
incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Apés este periodo, as placas foram lavadas
4 vezes com PBS/Tween e os anticorpos monoclonais anti-citocina de camundongos
marcados com biotina diluidos em PBS/SBF foram adicionados. Apés 1 hora de incubacgfo
a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 6 vezes com PBS/Tween. Adicionou-se
100 pul de uma solugdo de avidina-peroxidase (Sigma Chemical Co,USA) diluida em
PBS/SBF (1:400 de uma solucio 1 mg/mL) em seguida. Apds 30 minutos de incubagio,
adicionou-se 100 pL do substrato (10 ul 0, 30% e 5 mg de dihidrocloreto de
o-fenilenodiamina (Sigma) em 10 mlL de tampfo citrato (pH 4.35). Dihidrocloreto de
o-fenilenodiamina € um cromodgeno apropriado para o uso em protocolos de ELISA que
utilizam conjugados com peroxidases. Assim, a enzima avidina-peroxidase atua sobre este

substrato havendo formagdo de um produto final soliivel e de cor castanha.

A formac@o do produto final foi lida espectrofotometricamente a 492mm em um
leitor de ELISA (Labsystem). Visto que a relagdo entre os valores de absorbincia a 492nm
e as concentragdes padrfes da citocina presente na soluco descreve uma funcio linear,
pode-se calcular a concentragio de INF-y presente na amostra. Os resultados foram

expressos em pg/mL.

Maerieis ¢ Métedos
33



7 - REALIZACAQO DA CURVA DE SOBREVIDA

Com o intuito de observar uma possivel prote¢do dos amimais tratados com o
WS, realizou-se uma curva de sobrevida. Foram considerados quatro grupos experimentais:
animais controles e portadores da Listeria monocytogenes, animais tratados com WS nas
doses de 100, 250 e 500mg/Kg por 10 dias consecutivos, sendo incculados com

2 x 10° células/animal da bactéria duas horas apos o tiltimo tratamento com 2 planta.

8 - METODOS ESTATISTICOS

Para a avaliacdo das varidveis CFU-GM utilizou-se andlise de varidncia.
Quando detectado diferencas estatisticas entre os grupos utilizou-se o teste de contraste de
Tukey. As variaveis com [FN-y foram verificadas utilizando-se ANOV A de Kruskal-Wallis
e teste a posteriori de Wilcoxon. Para a curva de sobrevida dos grupos portadores da
listéria, bem como aqueles inoculados e tratados, utilizou-se o teste Log-rank. Para todos os

grupos, os resultados somente foram considerados estatisticamente significativos quando
P<0,05.
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1 - EFEITOS DO EXTRATQO DA WS SOBRE O CRESCIMENTO E
DIFERENCIACAC DE PRECURSORES HEMATOPOIETICOS DA
MEDULA OSSEA (CFU-GM)

Conforme era esperado, os animais portadores da Listeria monocytogenes que
nfo foram tratados com a WS apresentaram uma redugfo significativa no nimero de
precursores hematopoéticos da medula 6ssea (CFU-GM) quando comparados com o grupo
controle. Este efeito foi induzido pela moculagdo de uma dose subletal da bactéria nos
intervalos de 48 e 72 horas seguintes 4 infeccio (n=6, ANOVA, Tukey)
(figura 2 e tabelas 3 e 4 do apéndice). J4 os animais normais que foram somente tratados
com 250mg/Kg da planta apresentaram aumento significativo no CFU-GM quando
comparados com o controle (p=6, ANOVA, Tukey) (figura 2 ¢ tabelas 2, 3 ¢ 4

do apéndice).

O tratamento profilatico dos camundongos com todas as doses da WS por 10
dias consecutivos produziu um aumento significativo no nimero de coldnias nos intervalos
de 48 e 72 horas ap0s a infecgdo, quando cada um destes grupos foi comparado com seus
respectivos  grupos infectados e ndo tratados (n=6, ANOVA, Tukey)
(figura 2 e tabela 3 do apéndice). As doses de 250, 500 e 900mg/Kg da WS administradas
ao grupo sacrificado nas 72 horas seguintes 4 inoculagfo ainda promoveram um aumento
significativo no numero de CFU-GM em relagio ao grupo controle (n=6, ANOVA, Tukey)
{(figura 2 e tabela 4 do apéndice).

Os camundongos tratados, infectados e sacrificados apés 24 horas ndo
apresentaram qualquer aumento estatisticamente significativo do CFU-GM com as doses

propostas, a saber 100, 250, 500 e 900mg/Kg (figura 2 e tabela 2 do apéndice).
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& Controle = WS 100mg/Kg = WS 250mg/Kg
WS 500mg/Kg = WS 900mg/Kg = Infectado

wd b N W
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Numero CFU-GM/fémur x 10°

CRTL wWs 1+WS 24hs 1+WS 48hs  1+WS 72hs

Figura 2 - Avaliacio dos efeitos da WS sobre o crescimento e diferenciaciio de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea de camundongos BALB/c infectados
intraperitonealmente com Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os
animais foram sacrificados 24, 48 ¢ 72 horas apés a infecgio. Os grupos

controles receberam somente diluente da droga (n=6, ANOV A, Tukey).

a significativo em relacio ac CTRL P<0,01

b significative em relagfio ao infectado 48hs P<G,01

¢ sigpificativo em relagBo ao infectado 72hs e ao CTRL  P<(,001

2 - EFEITOS DO EXTRATO DA WS SOBRE O CRESCIMENTO E
DIFERENCIACAO DE PRECURSORES HEMATOPOIETICOS DO BACO
(CFU-GM)

As analises dos resultados relativos 3 hematopoese extramedular revelaram que
0 grupo moculado com Listeria monocytogenes produziu um aumento esperado no nimero
de coldnias na cultura clonal de células esplénicas em relagfo aos animais normais nos
periodos de 48 e 72 horas apbs a inoculagic (n=6, ANOVA, Tukey)

(figura 3 ¢ tabelas 6 ¢ 7 do apéndice). Ja os grupos que foram somente tratados com o
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extrato da WS nfo tiveram alteraches significativas no numero de DPrecursores

hematopoéticos do bago em relagdo ao grupo controle (n=6, ANOVA, Tukey)
(figura 3 e tabelas 5, 6 e 7 do apéndice).

Quando os animais foram tratados previamente a infecg@io, os grupos
sacrificados 48 ¢ 72 horas ap6s a injegfio da bactéria tiveram os niimeros de CFU-GM do
bago restaurados com todas as doses do extrato (100, 250, 500 e 900mg/Kg) em relaglio aos
seus respectivos grupos infectados (n=6, ANOVA, Tukey) (figura 3 e tabelas 6 e 7 do

apéndice).

Os animais que foram tratados profilaticamente com a WS e sacrificados 24
horas depois da administracio da bactéria ndo exibiram diferengas estatisticamente

significativas em relagdo ao grupo infectado (figura 3 e tabela 3).

g Controle 2 WS 100mg/Kg = WS 250mg/Kg
2 WS 500mg/Kg = WS 900mg/Kg = Infectado

Nimero CFU-GM/bago x 107

CTRL WS +WS 24hs  [+WS 48hs  1+WS 72hs

Figura 3 - Avaliacio dos efeitos da WS sobre o crescimento e diferenciacfio de precursores
hematopoéticos do  bago  de camundongos BALB/c  infectados
intraperitonealmente com Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os
animais foram sacrificados 24, 48 e 72 horas apés a infeccdio. Os grupos

controles receberam somente diluente da droga (n=6, ANOVA, Tukey).

a  significativo em relagfic ao infectado 48 hs  P<0,001

b significativo em relaglic ao infectado 72 hs  P<0,001
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3 - EFEITOS DO EXTRATO DA WS SOBRE O PESO DO BACO DOS ANIMAIS

Os resultados obtidos nesta avaliagio corroboram com aqueles apresentados no
estudo da hematopoese extramedular. Os grupos somente inoculados com a listéria
apresentaram um aumento drastico no peso do bago quando comparados com o grupo
controle (n=6, ANOVA, Tukey) (figura 4 e tabela 8, 9 ¢ 10 do apéndice). J& os grupos
apenas tratados com o extrato da WS nio apresentaram diferencas estatisticamente
significativas em relagfo ao controle (n=6, ANOVA, Tukey) (figura 4 e tabela 8, 9 e 10 do

apéndice).

Quando os animais foram previamente tratados com as diferentes doses da WS,
inoculados e sacrificados nas 24 e 48 horas seguintes, os pesos dos 6rgdos em questio
foram reduzidos para valores préximos aos normais (n=6, ANOVA, Tukey)
(figura 4 ¢ tabela 8 ¢ 9 do apéndice). Contudo, embora o peso do ba¢o dos animais tratados
e inoculados apdés 72 horas tenha diminuido significativamente em relagio ao grupo
infectado, os valores apresentados para este grupo foram estatisticamente maiores quando
comparados com o grupo controle (n=6, ANOVA, Tukey) (figura 4 e tabela 10

do apéndice).
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Figura 4 - Avalia¢Bio dos efeitos da WS sobre o peso do bago de camundongos BALB/c
infectados intraperitonealmente com Listeria monocylogenes
(5x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 24, 48 ¢ 72 horas ap6s
a infecgfic (n=6, ANOVA, Tukey).

2 significativo em relagio ac infectado 24hs  P<0,001

b significativo em relaclio ac infectado 48hs  P<0,001

4 - EFEITOS DO EXTRATO DA WS SOBRE A PRODUCAQ DE FATORES
ESTIMULADORES DE COLONIAS

Conforme observado na figura 5 e tabela 8 do apéndice, o soro dos animais
normais apresentou apenas 1 unidade/ml. de fator estimulador de col6nias (CSFs).
Contudo, quando os animais foram somente tratados com 100, 250, 500 e 900mg/Kg do
extrato da WS, estes valores subiram para 3,8, 3.8, 3,7 ¢ 3.6, respectivamente. Hsta
diferenca foi significativa em relagio a0 controle (n=6, ANQVA, Tukey)

(figura 5 e tabela 11, 12 e 13 do apéndice).
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Os grupos infectados e nfio tratados apresentaram um aumento esperado na
producic dos fatores estimuladores de colbmias nos trés tempos em relagiio ao grupo
controle. O pico maximo da estimulagio foi observado nas 48 horas seguintes 2 inoculagio

da bactéria (n=6, ANOVA, Tukey) (figura 5 e tabela 12 do apéndice).

O tratamento prévio dos animais inoculados por 10 dias consecutivos com o
extrato da WS aumentou ainda mais a producio dos CSFs em relagio ao grupo controle nas
24, 48 e 71 horas seguintes a injecdio da bactéria (n=6, ANOVA, Tukey)
(figura 5 e tabela 11, 12 e 13 do apéndice).
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Figura 5 - Avaliagiio dos efeitos da WS sobre a produgiio de fatores estimuladores de
coldnias de camundongos BALB/c infectados miraperitonealmente com
Listeria  monocyiogenes {(5x10° bactérias/animal). Os animais foram

sacrificados 24, 48 ¢ 72 horas apés a infecgfio (=6, ANOVA, Tukey).

a significativo em relacio ac CRTL P<G,601

b significativo em relagfic ao infectado 24hs  P<0,001

¢ significativo em relagdio ao infectado 48hs  P<0,001

d significativo em relagfo ao infectado 72hs  P<0,001
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5 - EFEITOS DO EXTRATO DA WS SOBRE A RESPOSTA PROLIFERATIVA DE
CELULAS ESPLENICAS

Houve uma inibigdo esperada na resposta proliferativa das células esplénicas a
concanavalina A (3meg/ml) nos animais inoculados e ndo tratados com a listéria em todos

os tempos avaliados (n=6, ANOVA, Tukey) (figura 6 e tabela 14, 15 ¢ 16).

Somente o grupo nio infectado que recebeu 250mg/Kg do extrato apresentou
um aumento significativo na proliferacdo das células linfocitdrias em relacdo ao controle

(n=6, ANOVA, Tukey) (figura 6 e tabela 14, 15 ¢ 16).

Todas as doses da WS estimularam a transformacio blastica de linfocitos do
bago nos intervalos de 24, 48 e 72 horas seguintes & inoculagio da bactéria, quando
comparados com seus respectivos grupos infectados (n=6, ANOVA, Tukey)
(figura 6 e tabela 14, 15 ¢ 16).

Quando os animais infectados e tratados com a planta foram comparados com o
controle, todos os grupos tratados e sacrificados nas 24 e 48 horas seguintes 4 inoculagfio
apresentaram aumento estatisticamente significativo da proliferacio com todas as doses
avaliadas (100, 250, 500mg/Kg) (n=6, ANOVA, Tukey) (figura 6 ¢ tabela 14 e 15 do
apéndice). No grupo tratado e sacrificado 72 horas depois da injecsio da listéria, somente a
dose de 250mg/Kg do extrato promoveu aumento significativo na proliferagio celular em

relagdo ao grupo controle (n=6, ANOV A, Tukey) (figura 6 e tabela 16).
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Figura 6 - Avaliagfio dos efeitos da WS sobre a proliferagfio de células esplénicas de
animais inoculados intraperitonealmente com Listeria monocytogenes
(5x10° células/animal). Os animais foram sacrificados 24, 48 e 72 horas ap6s

o término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga (=6, ANOV A, Tukey).

a significativo em relagfio ao CTRL P01

b significativo em relagio gos respectivos grupos infectados  P<0,001

6 - EFEITOS DO EXTRATO DA WS NA SOBREVIDA DE ANIMAIS
INFECTADOS COM DOSE LETAL DE Listeria monocytogenes

O grupe nfo tratado e inoculado com uma dose letal da Listeria monocylogenes
apresentou um indice de mortalidade esperado de 100% até o sexto dia apos a inoculacdo
{figara 7). Nio obstante, o tratamento profilitico com a WS por 10 dias consecutivos
aumentou a resisténeia dos animais 4 bactéria, resultando em 10% de sobrevida com as
doses de 100 e 500mg/Kg (Curva de Kaplan-Maier, Log-Rank). Contudo, o maior indice de
sobrevida (30%) foi observado com a dose de 250mg/Kg do  extrato
(Curva de Kaplan-Maier, Log-Rank).
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Figura 7 - Avaliagiio dos efeitos da WS na sobrevida de camundongos BALB/c infectados
intraperitonealmente com Listeria monocytogenes (2x10° bactérias/animal) em
relagfio ao grupo apenas infectado. Os grupos controles receberam somenie
diluente da droga (n=24, Curva de Kaplan-Maier, Long-rank).
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De acordo com DIPIRO et al (1996), os avangos médicos modernos estiio
aumentande o nimero de hospedeiros imunocomprometidos jamais visto antes. Embora
prolonguem a vida dos pacientes, os tratamentos terapéuticos agressivos usados atualmente
freqiientemente tornam o sistemna imunelégico profundamente suprimido por periodos
extensos, predispondo-os as infecgbes oportunistas (DIPIRO et al, 1996). Por isto, as
conseqii€ncias clinicas do tratamento com drogas imunodepressivas tém sido o assunto de
um considerdvel nimero de casos relatados e de levantamentos bibliograficos

(DESCOTES et al, 1988).

Independente da origem dos danos 4 imunocompeténcia, a queda na resisténcia
as infeceBes ¢ uma caracteristica comum a todos os pacientes com imunodeficiéncia
primdria ou imunodepressdo provocada por céncer e/ou quimioterapia ou sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Um estudo das imunodeficiéncias primérias mostrou
claramente que a resisténcia reduzida as infecgBes pode assumir vérios aspectos clinicos, de
acordo com os componentes do sistema imunoldgico afetados. Deficiéncias na linhagem
das células T, por exemplo, estdo principalmente associadas as infecgdes virdticas severas
(sarampo encefalopdtico, varicela maligna, vaccinia, etc.) e infecgdes oportunistas devido a
patogenos intracelulares (tuberculose, listeriose e doengas legionarias) e fungos
(aspergilose pulmonar, candidiase disseminada, criptococciose, etc.). Deficiéncias nas
fungdes das células B sfo mais freqiientemente associadas com infeccdes severas causadas
por bactérias (Streptococcus preumoniae, Haemophilus inlfuenzae, Neisseria meningitidis,
Klebsiella pneumoniae, etc.) e alguns virus (echovirus, adenovirus, etc.). InfeccBes
recorrenies e piogenicas (Streptococcus piogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, etc.) ¢ doencas fungicas cromicas da pele sdo complicagGes comumente
resultantes da deficiéncia na fagocitose e na destruiciio intracelular de bactérias. Por fim, as
deficiéncias do sistema do complemento sfo muitas vezes associadas as infecodes
recorrentes causadas por Sireplococcus preumoniae, Haemophilus inifuenzae, Neisseria
meningitidis, etc. (DESCOTES et al, 1999). Paradoxalmente, a eficacia clinica de
quimioterapicos antimicrobianos mnesses quadros geralmente requer um sistema
imunologico funcional quase intacto para erradicar patdgenos ex6genos. Esta é a raziio pela
qual as infecgbes oportunistas em pacientes imunocomprometidos sdo normalmente muito

dificeis de serem tratadas com sucesso. Em tais casos, a possivel depressdo adicional da
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competéncia imunolégico pelo proprio agente antimicrobiano pode dificultar ainda mais a

recuperagio dos pacientes (DESCOTES et al, 1999).

O velho conhecimento de que o estresse exacerba a progressdo de doengas por
meio dos efeitos imunossupressores dos corticosterdides e opidides enddgenos,
catecolaminas e hormonios da pituitdria tampouco pode ser esquecido. Por isto, o contexto
da susceptibilidade ds infeccdes também se estende aos individuos aparentemente
sauddveis da comunidade, mas expostos a situagdes que alteram o delicado equilibrio de
defesa organica (DANTZER et al, 1989).

Uma alterpativa promissora para esse intricado problema de perturbacio da
homeostasia imunolégica vem ganhando for¢a no reino vegetal, por meio de um grupo de
drogas derivadas de plantas que tém revelado potencial para induzir um estado de
resisténcia nfo especifica do organismo, possibilitando sua adaptacfio a varios agentes que
afetam adversamente o sistema imunolégico (como microrganismos patogénicos,
contaminantes inalados e ingeridos, certos medicamentos, etc.). Os alvos gerais da terapia
adaptégena parecem repousar sobre a habilidade dessas plantas em reduzir as reagSes de
estresse (incluindo as alteragBes imunologicas) durante a fase de alarme, prevenir ou
retardar o estado de exausto do organismo e, conseqiientemente, prover certo nivel de

prote¢do contra o estresse prolongado.

Embora os adaptogenos nfio sejam oficialmente aceitos pela medicina moderna,
diversas plantas t&ém provado atividade adaptogénica em numerosos estudos cientificos. Os
efeitos imunopotencializador e mieloprotetor da WS, em especial, tém sido comprovados
por meio do aumento da produgéo de citocinas e da proliferacdo e diferenciagfio de células
hematopoéticas, tanto em camundongos imunocomprometidos quanto naqueles normais,

em modelos laboratoriais de estresse ¢ cincer (DAVIS et al, 1999).

Para provar a eficdcia imunomoduladora da WS nas alteragSes imunolégicas
causadas por agentes infecciosos, nos utilizamos um modelo experimental da Listeria
monocylogenes para a realizagfo do estudo. A listéria € uma bactéria intracitoplasmatica
que altera significativamente a atividade hematopoética de camundongos BALB/c, criando,

destarte, pardmetros seguros de avaliagfio do poder imunomodulador de diversas drogas.
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No nosso trabalho, os camundongos BALB/¢ que foram inoculados com uma dose subletal
da histéria apresentaram uma queda brusca na atividade hematopoética da medula 6ssea.
Contudo, o tratamento profilitico dos animais inoculados por 10 dias consecutivos com as
doses pre-estabelecidas da WS (100, 250, 500 e 900mg/Kg) nio somente tiveram essa
atividade restaurada, como também elevada aos niveis acima do normal com a dose de
500mg/Kg. Nos observamos igualmente que a administragio oral do extrato da WS
(250mg/Kg) aos animais ndo inoculados com a listéria estimulou a proliferacio e
diferenciacfo de granulocitos e macrofagos quando comparados com os animais normais e
ndo tratados. Estes resultados sustentam o poder mieloestimulante da planta observado em

testes anteriores.

Além da mielossupressdo, a inoculagio murina da listéria também induz
marcada migraco das células fagocitarias da medula 6ssea em direcéio ao baco, visto que
este ¢ o local de replicagfio da bactéria ¢ um componente essencial da resposta priméria
frente a listeriose. O nosso estudo confirmou esta hematopoese extramedular ¢ ainda
demonstrou que a WS foi capaz de restaurar o ntmero de precursores hematopoéticos aos
niveis normais no bago com todas as doses propostas. Nos também pudemos confirmar esta
protegdo através da reversdo da esplenomegalia naturalmente provocada pela hematopoese
extramedular. Esta reducfio no peso do bago dos camundongos infectados e tratados foi
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo infectado. Todas essas evidéncias
reunidas suportam um grande potencial normalizador das funcdes imunolégicas in vive

para o extrato da WS no modelo experimental de bactéria, alvo principal do nosso estudo.

Alem de induzir o crescimento e a diferenciaco de granulécitos e macrofagos,
a literatura também revela que a WS apresenta efetto estimulador sobre a proliferaciio de
linfocitos T citotoxicos em modelos experimentais de tumor in vifro e in vive com
camundongos BALB/c (DAVIS et al, 2002). O tratamento profilatico dos camundongos no
nosso estudo confirmou o mesmo potencial para a planta no modelo de infecgBo. A cultura
clonal de células esplénicas de camundongos tratados por 10 dias consecutivos com WS e
infectados com a bactéria apresentou acentuado aumento na transformagic blastica dos
linfoeitos em todos os tempos analisados (24, 48 e 72 horas) em contraste com os reduzidos
niveis de proliferagéo linfocitaria na cultura dos animais infectados e nfo tratados com o

exiraio.
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Todos estes beneficios imunomoduladores reunidos no extrato da WS
culminaram na resisténcia do hospedeiro contra a listeriose, uma vez que os animais
infectados e previamente tratados por 10 dias consecutivos com as doses de 100 e
300mg/Kg apresentaram 10% de sobrevida contra 100% de mortalidade entre agueles
somente inoculados com uma dose letal da Listeria monocytogenes na nossa curva de
sobrevida. Embora as ditas doses tenham aumentado a resisténeia dos camundongos, o
maior indice de sobrevivéncia foi notado com a administragio de 250mg/Kg da WS, a qual

protegeu 30% dos animais infectados com a bactéria.
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O presente trabalho nos permitiu concluir que:

e O extrato de Withania somnifera possui propriedades hematomoduladoras

em modelo experimental de infecco.

» O extrato aumenta a capacidade de proliferacfio dos linfocitos na presenca de

um agente infeccioso.

e O extrato da planta aumenta a sobrevida dos animais inoculados com

Listeria monocytogenes.

Conclusiic
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Tabela 2 - Avaliagfio dos efeitos da WS sobre o crescimento e diferenciagfo de precursores

hematopoécticos da medula odssea de camundongos BALB/c infectados

intraperitonealmente com Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os

animais foram sacrificados 24 horas ap6s a infeccio.

CFU-GM (Fémur) Pardmetros x 10
N | CTRL | WS100 | WS8250 | WS500 | WS900 1 WS100 . WS256 | WS500 | WS900
+ +f + +i
1 16,17 12,90 19,04 12,75 11,56 | 16,12 | 15,50 15,30 11,31 11,25
2 11,31 20,12 19,60 13,86 10,29 12,60 14,14 14,85 8,60 10,39
3 14,93 15,48 18,43 13,90 1344 | 12,24 | 14,28 17,50 9,94 14,44
4 12,25 24,75 19,50 11,52 9,12 9.00 13.64 11,39 10,23 15,25
3 11,15 25,08 20,060 14,31 10,75 12,00 14.00 13,30 14,40 16,75
6 14,57 15,93 15,89 12,58 10,62 | 12,37 | 15,56 14,87 12,58 12,00
4 13,40 19,04 18.74 13,15 10,95 12,29 14,52 14,87 11,34 13,35
P 2,10 511 1,498 1.05 1,45 227 0,81 1,97 1,85 2,50
CRTL: controle WS100+1: tratados com WS 100mg/Kg e
mifectados com LM
WE166: tratados com WS 100mg/Kg
WIS+ tratados com WS 250mgKg e
WS250: tratados com W8 250mg/Kg infectados com LM
WS300:  tratados com WS 500mg/Kg WS500+E:  tratados com WS S00mg/Kg e
WES00: tratados com WS 900mg/Kg infectados com LM
Ik infectado WES00HE: tratados com WS 900mg/kg e
infectados com LM
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Tabela 3 - Avahagdo dos efeitos da WS sobre o crescimento e diferenciacdo de precursores

hematopoéticos da medula dssea de camundongos BALB/c infectados

intraperitonealmente com Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os

animais foram sacrificados 48 horas apds a infeccio.

CFU-GM (Fémur)

Pardmetros x 1P

N | CTRL | WS100 | WS250 | 'WS500 | WS900 I WS100 | WS250 | WS500 | WS960
+i + +I +i
1 16,17 | 12,90 19,04 12,75 11,50 6,12 9,12 11,04 12.61 10,50
2 11,31 | 20,12 13,15 13,86 10,29 7,75 11,88 1111 20,96 9,25
3 14,93 15,48 18,54 13,90 13,44 6,12 10,80 9,96 9.88 10,75
4 12,25 | 2475 17,00 11,52 9,12 5,87 10,20 10,70 8.58 12,47
3 11,15 | 25,08 14,28 14,31 10,75 5,75 11,88 3,10 11,05 11,25
6 14,57 | 15,93 20,43 12,58 10,62 6,25 14,75 5,90 12,00 16,50
X 13.40 19,04 17,67 13,15 10,95 6,31 11.43 10,14 12,51 11,79
pP | 210 5,11 2,85 1,05 1,45 0,73 1,93 1,12 4,39 2,54
CRTL: controle WS100+: tratados com WS 100mg/Kg e
mfectados com LM
WS106: tratados com WS 100mg/Kg
WEZS0-H: tratados com WS 250mgKg e
WE250: tratados com WS 250mg/Kg infectados com LM
WS500: tratados com WS 500mg/Kg WSS00+1: tratados com WS  S00mgKg ¢
infectad
WSS tratados com WS 900mg/Kg infectados com LM
I Infectado WSO00+1: tratados com WS  900mgKg =
infectados com LM
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Tabela 4 - Avaliac@o dos efeitos da WS sobre o crescimento e diferenciaco de precursores

hematopoéticos da medula o6ssea de camundongos BALB/c infectados

intraperitonealmente com Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os

animais foram sacrificados 72 horas apos a infecgio.

CFU-GM (Fémaur) Pardmetros x 104
N CTRL | WS160 | WS250 | WS500 | WS900 H WSI100 | WS250 | WS500 | WS900
+ + + +
1 16,17 11,50 14,38 12,78 11,50 9,00 10,50 19,23 22,15 21,50
2 11,31 10,29 12,04 13,86 10,29 6,62 16.00 20,58 22,00 2125
3 14,93 13,44 14,36 13,90 13.44 9,25 12,00 21,30 23,68 21,00
4 12,25 9,12 13,68 11,52 9.2 8,12 19,50 22,45 25,74 15,50
5 11,15 10,75 12,98 14,31 10,75 9,37 12,25 22,15 2341 17.10
6 14,57 i0,62 13.62 12,58 16,62 | 10,007 14,87 20,13 24,09 20,60
X 13,40 16,95 13,51 13,15 10,95 8,73 14,19 20,97 23,84 19,39
Dp 2,10 1,15 (0,89 1,05 1,45 1,20 3,29 1,23 1.58 2,50
CRTL: controle WS100-+: tratados com WS 100mg/Kg e
mfectados com LM
WS100: tratados com WS 100mg/Kg
WE256+1: fratados com WS 250mg/Kg e
WE250: tratados com WS 250mg/Kg infectados com LM
WS500:  tratados com WS 500mg/Ke WSS00+I:  matados com WS S00mg/Ke e
WS900:  tratados com WS 900mg/Kg infectados com LM
I infectado WEOH0-+HI: tratados com WS 900mgKg e
infectados com LM
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Tabela 5 - Avaliacdo dos efeitos da WS sobre o crescimento e diferenciacio de precursores

hematopoéticos

do

bago

de

camundongos

BALB/c

miectados

intraperitonealmente com Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os

animais foram sacrificados 24 horas apds a infecgio.

CFU-GM (Baco) Pardametros x 107
N CTRL | WS100 | WS250 | WS300 | WS900 1 WS1606 | WS230 | WS500 | WS900
+i +i +i +
1 16,92 18,72 15,12 15,12 14,63 | 1764 21,32 17,25 29.85 31,65
2 16,08 19,00 18,25 18,72 1532 | 12241 2225 18,25 13,65 30,60
3 12,60 19,06 14,56 15,50 16,80 | 15,121 20,12 1936 33,86 34.44
4 10,44 17,48 16,52 18,64 17,60 7,26 12,90 20,00 33,90 25,85
3 9.00 15,60 17,50 17,56 16,90 8,64 15,56 21,03 31,25 36,75
& 7,92 18.80 15,30 15,63 17,20 | 17,00 | 2553 2200 22,58 42,00
X 11,16 18,78 16,21 16,86 16,41 12,97 | 19,68 19,65 27,52 33,45
Dp 3,23 8,71 1,46 1,64 1,17 4,37 4,72 1,75 7,96 5,62
CRTE: controle WE00-+H: tratados com WS 100mg/Kg =
infectados com LM
WS160: tratados com WS 100mg/Kg
WS258+1: fratados com WS  250mp/Kg e
WS250: tratados com WS 250mg/Kg ‘nfectados com LM
WS500:  tratados com WS 500mg/Kg WSS00+1:  taados com WS 500mg/Kg e
WS900:  tratados com WS 900mg/Ke infectados com LM
& infectado WS tratados com WS 900mg/Kg e

infectados com LM

Apéndice
62




Tabela 6 - Avaliacio dos efeitos da WS sobre o crescimento e diferenciagfio de precursores

hematopoéticos  do

baco

de

camundongos

BALB/c

infectados

intraperitonealmente com Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os

animais foram sacrificados 48 horas apos a infeccdo.

CFU-GM {Baco) Pardmetros x 107
N | CTRL | WS100 | WS250 | WSS00 | WS900 I WS100 | WS250 | WS500 | WS90
+¥ + +i +1
1 16,92 18,72 15,12 15,12 14,63 | 343,60 | 3744 19,16 24,84 45,00
2 10,08 19,00 18,25 18,72 15,32 | 277,65 | 36,72 31,24 28,80 63,00
3 1 12,60 19,06 14,56 15,50 16,80 | 270,00 | 18,00 20,01 16,20 90,72
4 | 1044 | 1748 | 16,52 | 1864 | 17,60 | 207,00 | 27.00 | 41,52 | 27.00 | 72,00
5 9.00 19,60 17,50 17,56 16,9¢C | 288,00 | 1872 4236 4212 59.40
6 7,92 18,80 15,30 15,63 1720 1 276,52 | 33,14 3362 44,64 81,00
X | 1L16 18,78 16,21 16,86 16,41 | 277,46 | 28,30 31,65 30,60 68.52
DppP | 322 0,71 1,46 1.64 1,17 44,21 8.68 10,19 10,83 16,29
CRTL: controle WE10+1: tratados com WS 100mgKg e
infectados com LM
WSi00: tratados com WS 100mg/Kg
WE2S6+1: tratados com WS 250mg/Kg e
WE250: tratados com WS 250mg/Kg ‘nfectados com LM
WS500;  tratados com WS 300mg/Kg WSS00+1:  tramdos com WS S500mgKg e
WS900:  tratados com WS 900mg/Ke infectados com LM
I infectado WESBH+L: tratados com WS 900mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 7 - Avaliacfio dos efeitos da WS sobre o crescimento e diferenciacfio de precursores
hematopoéticos do bagoe de camundongos BALB/c  infectados
intraperitonealmente com Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal pela
via). Os animais foram sacrificados 72 horas apos a infeccao.

CFU-GM (Baco) Pardmetros x 145

N | CTRL | WS108 | WS250 | WS500 | WS90 I WS104 | WS250 | WS500 | WS9200
+i +i +I +I
1 16,92 18,72 15,12 15,12 14,63 170,00 19,00 22,39 19,00 36,00
2 10,08 19,00 18,25 18,72 15,32 190,44 ¢ 27,00 18,45 18,60 63,00
3 12,60 1906 14,56 15,50 16,80 175,00 | 33,70 25,00 17,44 44,50
4 10,44 17,48 16,52 18,64 17,60 198,00 | 24,50 3102 20,37 64,00
= 200 19,60 17.50 17,56 16,90 108,00 | 23,75 23,61 2435 37,00
6 7,92 18,80 15,30 15,63 17,20 195,04 | 37,80 21,21 27.00 47,08
X | 11,16 18,78 16,21 16.86 16,41 172,75 | 27,63 23,61 21,03 48,60
DP | 323 0,71 1,46 1,64 1,17 33,62 6,93 4,26 3,83 12,30
CRTL: controle WS100+5: ratados com WS 100mg/Kg =
infectados com LM
WS100: tratados com WS 100mg/Kg
WE250+E: tratados com WS 250mg/Kg e

WS250: tratados com WS 250mg/Kg infectados com LM

WS500:  tratados com WS 300mg/Kg WS500+E:  tatados com WS 500mgKg e

WS900:  tratados com WS 900mg/Kg infectados com LM

I cfectado WEOH0-HL: tratados com WS 900mg/Kg e

mfectados com LM
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Tabela 8 - Avaliacio dos efeitos da WS sobre o peso do bago de camundongos BALB/c

mnfectados intraperitonealmente com Listeria monocytogenes
(5x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 24 horas apés a

infeccfio.

PESO DO BACO miligramas

N | CTRL | WS100 | WS250 | WS506 | WS900 i WS100 | WS250 | WS500 | WS900
+1 + +1 +
1 127 98 137 100 138 215 119 101 9 82
2 134 114 98 125 119 209 79 108 94 69
3 100 107 130 100 109 232 103 120 109 73
4 110 137 129 124 120 220 94 126 73 103
5 129 141 96 130 it 238 86 105 95 88
6 98 129 132 127 90 223 99 102 90 91
X 116 121 120 118 115 223 97 110 92 84
DP | 1568 | 1729 18,29 13,84 13,78 23 13,9 10,29 11,56 12,45
CRTL: controle WS166+1: tratados com W3 100mg/Kg e
infectados com LM
WS106: tratados com WS 100mg/Kg
WS2SG-+H: tratados com WS 250mg/Kg e
W8250: tratados com WS 250mg/Kg infectados com LM
WSS00:  tratados com WS 500mg/Kg WSS00+E:  tratados com WS S00mg/Kg o
WS900:  tratados com WS 900mg/Kg infectados com LM
£ infectado WE9%0+1: fratados com WS 900mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 9 - Avaliac8o dos efeitos da WS sobre ¢ peso do baco de camundongos BALB/c

infectados

mtraperitonealmente

com

Listeria

monocytogenes

(5x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 48 horas apds a

infecgdo.
PESC DO BACO miligramas
N | CTRL | WS100 | WS250 | WS560 | WS90 I WS100 | WS250 | WS300 | WS900
+1 +i +I +H
1 127 98 137 180 138 294 137 123 119 112
2 134 114 98 125 119 300 94 127 130 121
3 100 107 130 100 109 233 154 94 124 93
4 10 137 129 124 120 269 132 134 89 88
5 129 141 G6 130 111 272 108 129 90 i1
6 98 129 132 127 90 283 113 124 111 123
X 116 121 120 118 115 275 123 122 111 108
DP | 1568 | 17,29 18290 13,84 1578 23,91 21,93 14,19 17,42 14,45
CRTL: controle WS100+H: fratados com WS 100mg/Kg e
mnfectados com LM
WSi60: tratados com WS 100mg/Kg
WS250+1: tratados com WS  250mg/Kg e
WS256: tratados com WS 230mg/Kg infectades com LM
WS500:  tratados com WS 500mg/Ke WSS00+L:  watados com WS 500mgKg e
WS900:  tratados com WS 900mg/Kg infectados com LM
. infectado WIS+ tratados com WS 900mg/Kg =
mfectados com LM
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Tabela 10 - Avaliacio dos efeitos da WS sobre o peso do bago de camundongos BALB/c

infectados mtraperitonealmente com Listeria MONOCYtogenes
(5x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 72 horas apés a

infecgio.

PESC DO BACO miligramas

N | CTRL | WS1006 | WS250 | WSS00 | WS900 1 WSI100 | WS250 | WS500 | WS900
+I +1 +1 +
1 127 98 137 100 138 229 160 133 167 190
2 134 114 98 125 119 267 149 166 152 161
3 100 167 130 0 109 311 150 148 146 165
4 110 137 129 124 120 243 172 183 193 143
5 129 141 96 130 111 267 130 155 146 158
6 98 129 132 127 90 263 134 150 160 167
X 116 121 120 118 115 263 156 136 161 164
DP | 1568 | 1729 18,29 13,84 15,78 27,90 8,91 17,08 17,84 15,31
CRTL: controle WS100+1: tratados com WS 100mg/Kg e
infectados com LM
WE160: tratados com WS 100mg/Kg
WS250-H: tratados com WS  250mg/RKg e
WS256: tratados com WS 250mg/Kg ‘nfectados com LM
WS500:  tratados com WS 500mg/Kg WS500+1:  trammdos com WS 500mg/Kg e
WS900:  tratados com WS 900mg/Kg infectados com 1M
I infectado WSSGO-HE: tratados com WS 900mgKg e

infectados com LM
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Tabela 11 - Avaliacio dos efeitos da WS sobre a producsio de fatores estimuladores de

coldonias de camundongos BALB/c infectados intraperitonealmente com

Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os animais foram

sacrificados 24 horas ap6s a infeccio.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS Unidades/mlL,
N | CTRL | WS100 | WS256 | WS500 | WS900 1 WS100 | WS250 | 'WS500 | WS90
+] +i +i +1
1 0,6 32 4,3 3,0 3,0 10,9 12,8 14,6 13,0 i3,6
2 i1 3,5 4.6 4.3 3.8 8.9 14,2 12,9 14,5 14,9
3 0.8 4,0 33 3.5 3.5 10,6 12,9 12,0 15,1 14,1
4 12 4,1 4,2 3,2 4,0 8.5 14,0 13,6 14,6 14,6
5 1.1 3,7 3R 3.8 3.2 3.8 12,1 13,8 13,9 13,7
6 0,8 3,9 3.5 4,2 4,2 9,1 13,1 14,1 14,1 12,9
X 0,9 38 33 3,7 3,6 9,5 13,2 13,5 14,2 14,0
bP | 0,234 | 0,362 0,360 0,535 0,501 1,017 0,789 0,925 0,721 0,726
CRTL: coniroie WSI00-+H: tratados com WS 100mg/Kg e
infectados com LM
W5100: tratados com WS 100mg/Kg
WS2S0HE: tratados com WS 250mg/Kg e
W52506: tratados com WS 250mg/Kg infectados com LM
WS500:  tratados com WS S00mg/Ke WSS00+1:  tratados com WS S00mgKg e
WS900:  tratados com WS 900mg/Kg infectados com LM
i infectado WEG0e+I: tratades com WS 900mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 12 - Avaliacdo dos efeitos da WS sobre a produgdio de fatores estimuladores de

colonias de camundongos BALB/c infectados intraperitonealmente com

Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os animais foram

sacrificados 48 horas apds a infec¢io.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS Unidades/mL
N | CTRL | WS100  WS250 | WS5006 | WS900 1 WS106 | WS250 | WS500 | WS900
+1 + +i +I
1 0,6 3,1 4.2 3,1 3.0 13,0 16,9 16,1 16,9 18,0
2 1,1 3.6 4,0 4,5 3.8 12,1 17,0 18,0 17,6 17,1
3 0.8 4,0 3.2 3.6 3.6 14,0 18,1 17,1 17,0 16,9
4 1.2 4,1 4,0 3,2 4,1 14,2 17,1 17,6 17.1 ' 164
5 1,1 3.8 3.9 3.8 3,1 13,5 16,0 16,9 17,2 17,5
6 0,8 3.8 3,6 4.1 4.2 i1L9 17,9 17,0 16,2 16,6
X 0.9 3,8 3,8 37 3.6 13,1 17,2 17,1 17,0 17,1
DP | 0,234 | 0362 0,360 0,335 0,501 0,962 0,758 0,649 0,460 0,591
CRTL: controle WSIOG+E: fratados com WS I00mgKg e
infectados com LM
WS5166: tratados com WS 100me/Kg
WEISH+: fratados com WS  250mgKg e
WE250: tratados com WS 250mg/Kg infectados com LM
WS560: tratados com WS 500mg/Kg WSS tratados com WS  S500mg/Kg e
infect
WS900:  tratados com WS 900mg/Kg infectados com LM
I infectado WE00+E: fratados com WS S00mgKg e
infectados com LM
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Tabela 13 - Avaliaclo dos efeitos da WS sobre a producio de fatores estimuladores de
colonias de camundongos BALB/c infectados intraperitonealmente com
Listeria monocylogenes (5x10° bactérias/animal). Os animais foram

sacrificados 72 horas apos a infecgdo.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS Unidades/m[

N | CTRL | WS100 | WS250 | WSS500 | WS900 i WS100 | WS250 | WS508 | WS900
+ +I +f +I

i 0,6 3,1 4.2 3.1 3,0 6,9 11,8 1,6 10,6 11,9
2 L1 3,6 4,0 4.5 3.8 6,3 11,2 10,6 10,9 11,6
3 0,8 4,0 3.2 3.6 3,6 7.0 11,8 11.5 11,5 10,5
4 1.2 4.1 4.0 3,2 4.1 5.6 16,0 1.8 12.8 10,8
5 1,1 3.8 3.9 3.8 3.1 58 12,0 12,2 12,4 11,6
& 0.8 3.9 3.6 41 4,2 6.1 12,1 12,6 11,9 11,7
X 0.9 3.8 3.8 3,7 3.6 6,3 i1.5 117 11,7 114
DP | 0,234 | 0362 0,360 0,535 0,301 0,571 0,791 0,682 0,852 0,560

CRTL: controle WE100-+E: fratados com WS 100mgKg e

infectados com LM
WE100: tratados com WS 100mg/Kg

WEISHL: tratados com WS 2530mg/Kg e

WS5250: tratados com WS 250mg/Kg infectados com LM

WS500:  tratados com WS 500mg/Kg WS500+:  tratados com WS  S500mgKg e

WS900:  tratados com WS 900mg/Kg infectados com LM

WE0G-H: tratados com WS  900mgKg e
infectados com LM

i: infectado
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Tabela 14 - Avaliaglio dos efeitos da WS sobre a proliferacio de células esplénicas de

camundongos

BALB/c infectados

mtraperttonealmente com Listeria

monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 24

horas apoés a infeccéo.

LINFOCITOS % CTRL
N CTRL WS100 WS250 WS500 1 WS100 WS250 WS506
+] +1 +]
i 139,00 162,60 236,00 82,00 27,27 218,18 690,91 643,46
2 147,00 232,00 225,00 77,00 30,20 163.64 554,535 554,55
3 106.00 161,060 192,00 83,00 29,63 260,00 636,36 52727
4 133,00 121,00 255,00 87,00 32,50 163,64 569,23 475,76
3 131,00 244,00 270,00 89,00 28,90 199,56 690,91 486,36
6 104,00 178,00 237,60 87,00 27,26 186,03 554,08 538,62
X 126,67 183,00 235,83 83,60 29,30 188,51 636,27 338,00
pr 17,69 46,73 26,74 4,40 1,98 21,81 66,90 60,79
CRTL: controle WS106+1: tratados com WS 100mg/Keg e
infectados com LM
WE160: tratados com WS 100mg/Kg
WSZS0+H: fratados com W8 2Z50mg/Kg e
WH250: tratados com WS 250mg/Kg .
infectados com LM
WESHO: tratados com WS 500mg/Kg
WSS+ fratados com W3 S00mg/Kg e
i infectado infectados com LM
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Tabela 15 - AvaliacBo dos efeitos da WS sobre a proliferacio de células esplénicas de

camundongos BALB/c infectados

infraperitonealmente  com  Listeria

monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 48

horas ap0s a mfecgéo.

LINFOCTTOS % CTRL
N CTRL WS1060 WS250 WS500 1 WS1060 WS250 WS500
+I +I +i
1 139,00 162,00 236,00 82,00 25,63 334,56 573,59 290,57
2 147.00 232,00 223,00 77,00 23,62 383,02 754,72 250,94
3 106,00 161,00 192,00 83.00 24,63 441,51 549,06 230,19
4 133,00 121,00 255,00 87,00 29.56 359,65 562,63 239,62
5 131,00 244,00 270,00 89,00 27.85 541,51 615,29 258,63
6 104,00 178,00 237,00 87,00 25,56 416,97 611,88 254,04
X 126,67 183,00 235,83 83,60 26,15 412,87 611,19 253,99
Dp 17,69 46.73 26,74 4.40 2,18 73,81 75,17 20,70
CRTL controle WS160-+: tratados com WS 100mg/Kg e
mfectados com LM
WS8106: tratados com WS 180mg/Kg
P WS 250m WE250+1: tratados com WS 250mg/Kg e
: trata O
wS250 atados com gke mfectados com LM
WS500: tratados com WS 500mg/Kg
WESHGH: tratados com W8 500mg/Kg e
I mfectado infectados com LM
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Tabela 16 - Avaliacio dos efeitos da WS sobre a proliferacio de células esplénicas de

carnundongos

BALB/c

mmfectados

intraperitonealmente

com Listeria

monocytogenes (5x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 72

horas apés a infecgio.

LINFOCITOS % CTRL
N CTRL WS1060 WS250 WE500 I WS106 WS250 WS500
+1 + +f
1 139,00 162,00 236,00 82,00 32,00 132,50 31429 105,26
2 147,00 232,00 225,00 77,00 34,00 114,26 171,43 71,43
3 106,00 161,00 192,00 83,00 32,00 112,63 285,15 101,20
4 133.00 121,00 255,00 87,00 36,00 12550 257,14 85,71
5 131,00 244,00 270,00 89.00 28,00 127,80 296,12 97.85
& 104,00 178,00 237,00 87,00 33,00 121,62 260,74 94,23
X 126,67 183,00 235,83 83,60 32,50 122,39 264,15 92,61
DP 17,69 46,73 26,74 4,40 2,67 7.78 50,27 12,33
CRTL: controle WSH00+HL: tratados com WS 100mg/Kg e
infectados com LM
WS100: tratados com W3 100mg/Kg
WE250+E: tratados com WS 250mg/Kg e
WS250: tratados com W3 250mg/Kg .
infectados com LM
WE504: tratados com WS 500mg/Kg
WES06+1: tratados com WS S00mg/Kg e
I: mfectado infectados com LM
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