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Resumo




Neste trabalho tivemos como objetivo a investigagdo dos efeitos do extrato hidroalcodlico
da Acanthospermum hispidum (EHA A.hispidum) sobre o crescimento e diferencia¢do das células
progenitoras hematopoiéticas para a série granulocitos-macrofagos (CFU-GM) da medula ossea e
do bago, em animais infectados com Listeria monocytogenes.

Para a realizagdo dos experimentos camundongos Balb/c foram tratados oralmente por
cinco dias com EHA A.hispidum nas doses de 100, 500 ou 1000mg/kg/dia. Ao final do
tratamento, os animais foram infectados intraperitonealmente com uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (1x10°/animal) e sacrificados 48 e 72 horas apos a infecgdo. Os animais somente
infectados apresentaram uma diminui¢do no numero de colonias de precursores hematopoi€ticos
(CFU-GM) na medula nas 48 (I-48h) e 72 (I-72h) horas apos a infecgdo. A administragdo das 3
diferentes doses de EHA A.hispidum aos animais normais conduziu a uma diminui¢do dose-
dependente do CFU-GM da medula em relag@o ao grupo controle. Os animais tratados/infectados
com as trés diferentes doses de EHA A.hispidum nas 48 (T1-48h) e 72 (TI-72h) horas apos a
infec¢do, mantiveram a diminui¢do provocada pela infecgdo no numero de CFU-GM da medula
ossea da infecgao, sendo que esta diminuigdo foi mais acentuada no periodo de 72 horas apos a
infecgdo.

Com relagdo a hematopoiese esplénica, a inoculagio de uma dose subletal de Listeria
monocytogenes levou a um aumento no numero de CFU-GM no bago nas 48 e 72 horas apos a
infecg¢do. Os animais normais tratados com as 3 diferentes doses de EHA A. hispidum tiveram um
aumento no numero de CFU-GM do bago em relagdo ao grupo controle. Os animais
tratados/infectados (TI-48h) com as trés diferentes doses de EHA A.hispidum mantiveram o
numero de CFU-GM do bago quando comparado ao grupo infectado (I-48h). Apos 72 horas, os
grupos tratados/infectados (TI-72h) com as doses de 100 e 500mg/kg de EHA A. hispidum

apresentaram uma diminui¢dao no nimero de CFU-GM em relagdo ao infectado (I-72h), enquanto



que o grupo tratado com a dose de 1000 mg/kg de EHA A.hispidum, neste mesmo periodo de
infecgdo apresentou aumento significativo no nimero de CFU-GM em relagio a todos os demais
grupos.

O peso do bagco dos animais tratados com as doses de 500 e 1000mg/kg de EHA
A.hispidum aumentou em relagdo ao grupo controle. A infec¢do produziu aumento no peso do
bago nas 48 e 72 horas em relagdo ao controle, sendo que os animais infectados (I-48h) tiveram
aumento superior aos dos infectados (I-72h). Valores normais foram observados nos animais
tratados/infectados (TI-48h) com 100, 500 e 1000mg/kg de EHA A.hispidum. Porém, nos animais
tratados/infectados (TI-72h) com as 3 doses o peso do bago ndo variou em relagdo ao grupo
infectado (I-72h).

Com o objetivo de verificar a resisténcia a infecgdo dos animais previamente tratados com
as 3 diferentes doses do extrato hidroalcodlico de Acanthospermum hispidum realizamos uma
curva de sobrevida com camundongos Balb/c infectados com uma dose letal de
L .monocytogenes. Apds 30 dias de observagdo, 30% dos animais tratados com a dose de
100mg/kg, e 60% dos animais tratados com 500 e 1000 mg/kg sobreviveram a dose letal da
L .monocytogenes, enquanto que 100% dos animais do grupo controle infectado morreram em
seis dias.

Nossos resultados sugerem que o EHA A. hispidum aumenta a resisténcia dos camundongos
Balb/c infectados com a L. monocytogenes  através de mobilizagdo dos precursores

hematopoiéticos medulares que se alojam no bago.
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The objective of this work was to investigate the effects of A.hispidum hidroalcoholic
extract (4. hispidum HAE) on the growth and differentiation of granulocyte-macrophage
hematopoietic progenitor cells (CFU-GM) from the bone marrow and spleen of mice infected
with L. monocytogenes.

In this study, groups of Balb/c mice were treated orally for 5 days with 100, 500 or
1000mg/kg/ day of A. hispidum HAE. At the end of the treatment, mice were infected
intraperitoneally with a subletal dose of L. monocytogenes  (1x10° bacteria/animal) and
sacrificed 48 or 72 hours after infection. The administration of the 3 different doses of
A. hispidum HAE to normal mice led to a dose-dependent decrease in the number of CFU-GM in
the bone marrow in relation to control. A decrease in the number of CFU-GM in the bone
marrow of infected mice at 48 (I-48h) and 72 (I-72h) hours after infection was observed, when
compared with control. The effect observed in bone marrow CFU-GM number of infected mice
was mantainned when mice were pre-treated with the 3 different doses of A. hispidum HAE,
however the decrease was more accentuated at 72 hours after infection .

Treatment with these 3 doses of 4. Aispidum HAE enhanced the number of CFU-GM in the
spleen of normal mice, in relations to controls. A significant increase of splenic CFU-GM was
also observed in infected mice.

At 48 hours after the infection, the animals previously treated with the 3 different doses of
A. hispidum HAE kept the number of CFU-GM at the infected (I-48h) level. At 72 hours, the
groups treated/infected mice with the doses of 100 and 500mg/kg after infection had a decrease in
the number of CFU-GM in relation to infected group (I-72h), while, infected mice pre-treated
with 1000mg/kg showed an increase in the number of splenic CFU-Gmover the leves of

infection.



Spleen weight also increased in the groups of 500 and 1000mg/kg of A. hispidum HAE in
relation to control. The infection also increased the spleen weight at both periods after infection.
A decrease was observed in groups with the 3 doses of A. hispidum HAE at 48 hours after
infection, whereas at 72 hours, no changes were produced in the spleen weight of infected mice
when mice were pre-treated with the 3 doses.

We analyzed the mice resistance previously treated with the 3 different doses of
A. hispidum HAE and infected with a lethal dose of L. monocytogenes (3x10° bacteria/animal)
and observed during 30 days after infection. Thirty percent of the 100mg/kg treated mice and
60% of 500mg/kg and 1000 mg/kg treated mice survived , while 100% of control mice died into
6 days.

Based on these findings, we suggest that A. hispidum HAE may induce mobilization of
hematopoietic precursors -from the bone marrow to the spleen, thus increasing the resistance of

L. monocytogenes infected mice.
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Plantas medicinais tém sido utilizadas como fontes importantes para a descoberta de novas
drogas. No Brasil, existe cerca de 120 mil espécies vegetais das quais, acredita-se que 20%
tenham propriedades medicinais. Destas, apenas cerca de 3 mil espécies foram estudadas do
ponto de vista fitoquimico e/ou farmacologico (BARATA, 1991; SOUZA BRITO & SOUZA
BRITO, 1993). A Organizagdo Mundial de Saude estima que 80% da popula¢do utiliza plantas
para o tratamento de doengas primarias (WHO, 1993). A investigagdo destas plantas permite a
descoberta de novos farmacos e muitas vezes a elucidagdo do mecanismo de acdo de uma
substancia até entdo pouco estudada.

Acanthospermum hispidum (Asteraceae - Compositae) € uma planta herbacea, ereta, com
50 - 90 cm de altura (LEITAO FILHO ef al., 1972). E amplamente distribuida nas areas tropicais
da Africa e América do Sul (SUMMERFIELD & SAALMULLER, 1998) mas ocorre também em
todo o continente e em outras areas do mundo; no Brasil € encontrada em todo o territorio, com
maior ou menor incidéncia, sendo vulgarmente conhecida como carrapicho- de- carneiro, chifre-
de- veado (LEITAO FILHO et al., 1972; KISSMAN, 1978) e espinho de cigano (CAETANO er
al., 1990).

A. hispidum é amargotonica, aromatica e mucilaginosa (MEDEIROS et al.,1988), sendo
muito usada na medicina tradicional brasileira como anti-asmatica, antitussigena, diuretica,
febrifuga, sudorifica, tonica e diaforética, e € usada ainda no tratamento de bronquite, dor de
garganta, hematiria e gonorréia (CAETANO et al., 1990; MESSIAS et al., 1994). Na maioria
das indicagdes populares a planta é utilizada na forma de cha ou xarope, com variagdes das partes
utilizadas de acordo com a doenca. As folhas da 4. hispidum sdo usadas na medicina tradicional
em Benin, Africa, também para terapia de doencas infecciosas (SUMMERFIELD &

SAALMULLER, 1998). Por outro lado, esta planta apresenta indicios de toxicidade em animais
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quando ingerida em grandes quantidades durante um largo periodo de tempo (ALI & ADAM,
1978, 1978°, LEMONICA & ALVARENGA, 1994)

Com relagdo as agdes sobre microrganismos patogénicos, o extrato aquoso bruto da raiz in
vitro, apresentou atividade antibacteniana especialmente contra StaphylocoCcus aureus e menos
relevante contra Salmonella e E.coli. Os mesmos resultados ndo foram observados com o extrato
hidroalcoolico da raiz (1:1), que também apresentou baixo indice de toxicidade (CAETANO et
al, 1990). Da A.hispidum foram isolados sesquiterpendides e compostos fenolicos que apresentam
atividade anti-cancerigena e citotoxica (JAKUPOVIC et al., 1986; DI STASI er al., 1989). Além
destes foram isolados catecolaminas, cumarinas, flavonas, flavononas, leucoantocianidinas,
saponinas ¢ xantonas (CAETANO ef al., 1990).

Considerando os aspectos citados acima, utilizamos o modelo de infecgdo pela Listeria
monocytogenes em camundongos, o qual tem sido extensivamente utilizado no estudo da
interagdo entre parasita e hospedeiro para avaliagio da resposta imunologica mediada por células
(MACKANESS, 1962; HAHN & KAUFMANN, 1981).

Listeria monocytogenes ¢ um bacilo gram-positivo que pertence ao grupo das bactérias
facultativas intracelulares. Seu habitat preferido sdo os macrofagos e os hepatocitos. A infecgdo
caracteriza-se por duas fases distintas. Uma fase inicial de imumdade inespecifica, onde ha
predominancia da resposta dos neutréfilos, macrofagos e células “natural killers” (NK) e, uma
fase mais tardia, onde ha envolvimento das células T, que ¢ o fator mais importante para ativagdo
do potencial antibacteriano dos macrofagos (MACKANESS & BLANDEN, 1967,
MACKANESS & HILL, 1969; NORTH et af., 1974), conduzindo a uma imunidade com
completa erradicagio do patogeno no hospedeiro (ROGERS er al, 1995). Apos a injecdo

intravenosa de uma dose subletal de L. monocytogenes em camundongos, 0s microrganismos sao

EFEITOS DO EXTRATO BRUTO DA Acanthospermum hispidum SOBRE A RESPOSTA IMUNOLOGICA 20



rapidamente removidos da corrente sangiiinea em menos de uma hora pelas células do figado
(células de Kupffer) e 60-80% sdo inativados durante as primeiras 8-12 horas apds a infecgdo
(CONLAN & NORTH, 1991). A maioria das bactérias vivas irdo se alojar no bago
(MACKANESS, 1962), onde havera crescimento da bactéria sem interrup¢do durante as
primeiras 24 horas (NORTH& CONLAN, 1998). Apos este periodo, mecanismos independentes
das células T levam a redugéo do numero bacteriano. Os polimorfonucleares, mondcitos teciduais
e células NK atuam no local da infecgdo através de fatores liberados pelos proprios fagocitos
infectados, como o interferon-y (IFN-y), fator de necrose tecidual (TNF), IL-1, IL-6, IL-8 € C5a
(BAGGIOLINI et al.1989, BANCROFT et al., 1989, SERUSHAGO et al., 1992; ROGERS et
al., 1992; PFEFFER et al., 1993; KOPF et al., 1994), formando o foco inflamatério (NORTH,
1970; ROSEN et al., 1989). A migragdo das células fagocitarias originarias da medula 6ssea ao
local da replicagdo da bactéria € um componente essencial a resposta primaria a
L. monocytogenes (NORTH, 1970; BENNET & BAKER, 1977; LEPAY et al., 1985; ROSEN et
al., 1989). Animais que ndo conseguem mobilizar estas células ao local de deposi¢do bacterrana,
ou o fazem de forma ineficiente, apresentam uma multiplicagdo exacerbada no nimero de
L. monocytogenes no figado eum aumento da taxa de mortalidade (STEVENSON, 1981;
GERVALIS et al., 1986; ROSEN et al.,1989). Estas células fagocitarias sdo originanias das células
primitivas pluripotenciais da medula 6ssea, chamadas células formadoras de colonias (CFCs), as
quais podem dar origem a qualquer célula sangiiinea dependendo do estimulo recebido
(METCALF, 1984; QUEIROZ, 1988). Os fatores de crescimento e diferenciagio
hematopoiéticos sdo conhecidos como fatores estimuladores de colonia (CSF): G-CSF
(granulécitos), M- CSF (macrofagos), GM-CSF (granulocitos e macrofagos) e multi-CSF ou IL-3

(estimula a proliferagdo de varios tipos de células hematopoiéticas) (CHEERS et al., 1988,
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CHEERS & STANLEY, 1988), sendo produzidos em grande quantidade durante a infecgdo
(WING et al., 1984; YOUNG & CHEERS, 1986). Alguns trabalhos demonstram que 0 M-CSF ¢
o fator em maior concentragdo possuindo um papel importante na geragdo e maturagdo dos
fagocitos mononucleares e até mesmo aumentando a atividade bactericida destas células
(CHEERS et al., 1988, 1989, CHEERS & STANLEY, 1988; GREGORY ef a/., 1992). Niveis
séricos deste fator estdo diretamente relacionados com a dose de bactéria administrada € com o
aumento da migragdo das células da medula oOssea, entretanto, parecem correlacionar
inversamente com o nimero bacteriano presente no figado e no bago dos animais (WING ef al.,
1985, 1987, YOUNG & CHEERS, 1986; CHEERS &  STANLEY, 1988). Embora os
camundongos susceptiveis a listeriose apresentem elevados niveis de CSFs séricos, o numero de
precursores hematopoiéticos de medula oOssea para granuldcitos e macrofagos (CFU-GM)
apresenta-se diminuido no periodo inicial da infec¢do, mantendo-se em niveis abaixo do controle
por varios dias (WING et al., 1984, 1985).

Embora os macrofagos representem as células efetoras, a presenca das células T € essencial
para ativar o seu potencial antibacteriano (MACKANESS & BLANDEN, 1967; MACKANESS
& HILL, 1969). Todos os trés subgrupos de células T, CD4 af, CD8" af, e CD4CD8Y3
contribuem para uma perfeita protegdo contra L. monocytogenes (MOMBAERTS et a/., 1993).
As células T CD4 ap pertencem quase que exclusivamente ao subgrupo Thl e reconhecem a
diversidade de proteinas listeriais apresentadas pelos macréfagos modulando uma reagdo de
hipersensibilidade do tipo tardio (KAUFMANN et al., 1987, MIELKE et a/., 1988, BEATTIE
et al., 1991; DAUGELAT et al..1994). Estas células sio produtoras de IL-2 e IFN-y

(DAUGELAT et al., 1994).

EFEITOS DO EXTRATO BRUTO DA Acanthospermum hispidum SOBRE A RESPOSTA IMUNOLOGICA 22



O bago € um o6rgao hematopoi€tico secundario onde a bactéria L. monocytogenes também
migra, sendo assim, € um oOrgdo onde ocorrem as reagdes do sistema imunologico descritas
acima. O efeito mielosupressor observado apos a infecgao por L. monocytogenes esta relacionado
com a migracdo das células da medula ossea para os tecidos, com o objetivo de erradicar
rapidamente a infecgdo (WING er al., 1984, YOUNG AND CHEERS, 1986; QUADROS et al.,
1999). Corroborando esta afirmagdo, estudos na literatura demonstram que o nimero de
precursores hematopoiéticos no bago apresenta-se aumentado durante a infecgdo (WING et al,
1984). Hematopoiese no bago também foi descrita para varios outros processos infecciosos
(ALI-KHAN et al., 1978; MIYANOMAE ef a.l., 1982; ASAMI et al., 1992; LAl et al., 1996).

Assim, neste trabalho buscamos avaliar os efeitos do extrato hidroalcoolico da
Acanthospermum hispidum (EHA A.hispidum) sobre 0 crescimento e diferenciagdo dos
precursores hematopoiéticos para a série granulocito-macrofago (CFU-GM) da medula éssea e

bago de camundongos no modelo experimental de infec¢@o por Listeria monocytogenes.

EFEITOS DO EXTRATO BRUTO DA Acanthospermum hispidum SOBRE A RESPOSTA IMUNOLOGICA 23



I1. Objetivos
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O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

= Avaliar os efeitos do extrato hidroalcodlico da Acanthospermum hispidum (EHA
A.hispidum) sobre a resposta imunologica inata de animais infectados com a Listeria
monocytogenes ¢ animais ndo infectados, através da cultura clonal de precursores

hematopoiéticos da medula 6ssea e no bago para granulocitos e macrofagos (CFU-GM).

= Avaliar os efeitos do EHA A.hispidum sobre a resisténcia dos camundongos Balb/c a

uma dose letal da Listeria monocytogenes.
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III. Materiais e Métodos
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1. Animais
Foram utilizados camundongos machos, com idade entre 6 ¢ 10 semanas da linhagem
Balb/c, susceptiveis a infecgdo por Listeria monocytogenes. Estes animais foram criados €

fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP.

2. Obtencio da Acanthospermum hispidum

A planta Acanthospermum hispidum teve suas partes acreas ¢ raizes trituradas apds secas ao
sol. O resultado da trituragdo passou por processo de extragdo por percolagdo em solucdo de
etanol: 4gua (9:1). Em seguida, esta solugdo foi filtrada e concentrada sob pressdo reduzida a

45°C em rotaevaporador, resultando o extrato bruto hidroalcodlico.

Material botanico seco € moido

Percolagdo com EtOH/ Agua (9:1)
Filtracao

Extrato hidroalcodlico
(Extrato bruto)

O EHA da A.hispidum foi diluido em solugdo de 10% de etanol 70° em agua destilada a

+40°C.
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3. Listeria monocytogenes

A bactéria Listeria monocytogenes utilizada para infectar os animais € um cocobacilo gram- -
positivo, anaerébico facultativo, mével por flagelos peritriquios a temperatura ambiente e
facilmente cultivavel em agar-sangue. Esta cepa foi gentilmente cedida pelo Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Patologia Clinica — Hospital de Clinicas desta Universidade.
Ap6s sua aquisigao, a bactéria foi submetida a varios testes bioquimicos que confirmaram sua
identidade. Os testes realizados demonstraram o seguinte:

= (Oxidase — positivo

= (Catalase — positivo

» Carboidratos- agdo fermentativa

= Xilose — negativo

= Manitol- negativo

= Bile esculina- positivo

= Beta hemolise- positivo

»  CAMP- Test: Staphylococcus aureus — positivo

Rhodococcus equi- negativo

Para provocar infecgio nos animais foi necessario determinar o numero ideal de
microrganismos a ser injetado. A dose ideal ndo deveria provocar a morte do animal muito
rapidamente para que fosse possivel a realizagdo dos experimentos apos a infecgdo. A bactena foi
mantida em meio de cultura BHI e incubada por 24-48 horas a 37° C. Os repiques foram feitos
com alga de platina em placas de Petri contendo meio agar- sangue, € novamente incubados

a 37° C por 24-48 horas. As coldnias obtidas nas culturas frescas de agar — sangue foram diluidas
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em salina e as concentragdes determinadas por espectrofotometria através da Escala de
McFarland (Colbas).

Para manuteng@o da patogenicidade da bactéria a mesma foi periodicamente repassada
sucessivamente por 25 vezes em camundongos, como descrito a seguir. Os camundongos foram
inoculados intraperitonealmente com a bactéria diluida em solugdo salina 0.9%. Quarenta e oito
horas apos a inoculagdo da bactéria os bagos foram isolados em ambiente esténl, macerados e
mantidos em BHI por 24 —48 horas e, logo apos, a bactéria 1solada em agar - sangue. Apos o seu
isolamento, dilui¢des da mesma foram realizadas até atingir a concentragdo apropriada para uso.

Para avaliagio da sobrevida, 3x10° microrganismos/animal foram inoculados
intraperitonealmente. Para o estudo dos pardmetros imunoldgicos € hematologicos a dose subletal

de 1x10° bactérias/animal foi utilizada.

4. Tratamento

A administragiio do extrato hidroalcoolico da Acanthospermum hispidum foi realizada por
via oral com auxilio de uma sonda, ap6s sua dissolugio em 10% de alcool 70° e agua destilada
40°C. Os animais foram divididos em grupos que receberam 100, 500 ou 1000mg/kg/ dia num
volume total de 0.2 mL de extrato por animal, por um periodo de 5 dias. Trés horas apos o
término do tratamento os grupos infectados receberam a bactéria intraperitonealmente num
volume de 0,2 mL por animal. Os parametros imunologicos foram avaliados nos periodos de 48

¢ 72 horas ap0s a infecgao.
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5. Procedimentos experimentais
Para as avaliagdes imunologicas i vivo e in vitro utilizou-se a técnica de cultura clonal em

meio semi-solido dos precursores hematopoiéticos de medula ossea e do bago (CF U-GM).

5.1. Cultura clonal dos precursores hematopoiéticos da medula ¢ssea e do baco de
camundongos (CFU - GM)

Sacrificou-se o animal por deslocamento cervical ¢ limpou-se a pele com alcool 70%.
Expds-se o fémur e removeu-se a cartilagem sobre o orificio na extremidade distal cortando-s¢ o
0sso na juncio superior. Transferiu-se a medula ossea com auxilio de agulha e seringa (com 1ml
de RPMI-1640 (Sigma Chemical Co, USA)) para um tubo contendo 4 ml de meio de cultura
RPMI-1640. Removeu-se assepticamente o bago e transferiu-se para tubos de ensaio estéreis,
contendo 5 ml de meio RPMI-1640. As células foram liberadas cuidadosamente, utilizando-se
um macerador.

Contou-se nimero de células na suspensio medular em cdmara hemacitométrica apos
diluicdo (1:10) em liquido de TURK. A suspensdo de células do bago contou-se nesta mesma
camara apos uma diluigdo (1:10) em salina e apds em liquido de Trypan 0,2%.

Preparou-se o meto de cultura semi-solida que consiste de 30% de meio DMEM (Sigma) 2x
concentrado, 20% de soro bovino fetal inativado e 50% de agar (0.3%) (Bacto-agar-Difco). A
seguir, adicionou-se ao meio o volume apropriado suspensdo celular a 37° C, correspondendo a
1x10° e 2x10°células/mL para avaliagdo da mielopoiese medular e periférica respectivamente.
Ressuspendeu-se e distribuiu-se a cultura em volume de 2 mL em cada placa de Petri (35 mm), a

qual ja continha 0,1 mL do fator estimulador de coldnias (SCM — item 5.1.2) apropriado.

EFEITOS DO EXTRATO BRUTO DA Acanthospermum hispidum SOBRE A RESPOSTA IMUNOLOGICA 30



Deixou-se gelificar e incubou-se por 7 dias, a 37° C, em presenga de 5% de CO,. Apos este
periodo, contou-se o niimero de colonias formadas em microscopio de dissec¢do com aumento de

40x.

5.1.2. Preparagio do Fator Estimulador do Crescimento de Colonias (CSF). Meio
Condicionado de Células Esplénicas (SCM)
» Bacos de alguns camundongos Balb/c foram removidos sob condi¢des assépticas e passados
delicadamente através de peneira de ago inoxidavel estéril.
= Preparou-se uma suspensao com 2 x 10° células/mL em meio RPMI- 1640 contendo 10% de
soro bovino fetal inativado (30 min. a 56°C). Adicionou-se a0 meio 5 X 10° M de 2-
mercaptoetanol (concentragdo final) e 0,05 ml de © pokeweed mitogen” por mL de meio.
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 filtros Milipore. A atividade funcional do CSF foi determinada
pelo estimulo produzido sobre o crescimento clonal de células progenitoras hematopoi€ticas
em meio semi-solido (item 5.1.1). A titulagdo deste lote de SCM demonstrou que uma
diluigdo de até 1:4 forneceu resultados que estdo dentro dos niveis de resposta supramaxima.
Os resultados em triplicata da titulagdo realizada em cultura de 7 dias estdo apresentados na

tabela 2.
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TABELA 2: Titulagdo do meio condicionado de células esplénicas (SCM) em presenca de

células da medula 6ssea de camundongos Balb/c*

DILUICAO SCM | CFU-C **
1 1012
| 12 9043
| 14 88+
18 63+1
1:16 48+4
1:32 2943
1:64 64
1:168 0 ;

*Numero de células da medula 6ssea utilizado = 1x10°/mL
*¥ Resultados expressos como média = DP

5.2 Realizacio da curva de sobrevida

Para o estudo dos efeitos do tratamento com EHA A.hispidum sobre a sobrevida dos
animais infectados pela Listeria monocytogenes, trés grupos de camundongos (n=20/grupo)
foram tratados por cinco dias consecutivos com EHA A.hispidum nas doses de 100, 500 ou
1000mg/kg respectivamente, enquanto que um grupo controle recebeu apenas veiculo na mesma
razdo dose:volume dos animais tratados (n=20). No quinto dia todos os animais foram infectados
intraperitonealmente com uma dose letal da bactéria (3x10° bactérias/animal). Os animais foram

observados por 30 dias apés a inoculagio da bactéria.
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6. Metodologia Estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se Analise de Variancia (ANOVA)
seguida de comparagdes multiplas pelo teste Tukey-Kramer.

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier ¢ a analise da
probabilidade de sobrevida pelo teste de Log-Rank.

O nivel de significancia estatistica adotado foi de 5% (p<0,05).
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1V. Resultados
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1.  Efeitos do EHA A.hispidum sobre o crescimento e diferencia¢do dos precursores

hematopoiéticos da medula dssea

Os efeitos da administragdo do EHA A.hispidum sobre o crescimento e diferenciagao dos
precursores hematopoiéticos na medula estao representados na Figura 1 Tabelas 1 ¢ 2 (apéndice).

A inoculagdo de uma dose subletal de Listeria monocytogenes (1 x10°/animal) levou a uma
diminui¢io do numero de colonias de precursores hematopoiéticos (CFU-GM) na medula ossea
nas 48 e 72 horas apos a infecgdo. Os camundongos normais tratados com as 3 diferentes doses
de EHA A.hispidum tiveram uma diminuigdo acentuada do CFU-GM da medula em relagdo ao
grupo controle. Os animais tratados/infectados com as trés diferentes doses de EHA A. hispidum,
nas 48 e 72 horas apos a infecgdo, mantiveram uma diminui¢do no numero do CFU-GM da
medula 6ssea em relacdo ao controle, sendo que esta diminuig@o foi mais acentuada no periodo

de 72 horas para as doses de 500 ¢ 1000 mg/kg.
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Figura 1. Nimero de CFU-GM da medula 6ssea de camundongos tratados por 5 dias consecutivos com
3 diferentes doses de EHA A.hispidum (100, 500 e1000 mg/kg) e infectados com Listeria monocytogenes
(1 x 10° bactérias/animal) 3 horas apds o témino do tratamento. Os animais foram sacrificados 48 e 72
horas apds a infecgdo. ANOVA- Tukey-Kramer (p< 0,05).Os resultados representam a média e DP de 6
animais por grupo. C = controle; T = tratados com EHA Ahispidum; Tl = tratados e infectados;
| = somente infectados.

* = significativo em relagdo ao controle ; e = significativo em relagéo ao Infectado (I-48 h); *= significativo
em relagdo ao Infectado (I-72 h).; a = significativo em relagdo ao T500; = significativo em relagdo ao
T1000: &= significativo em relagdo ao TI 100 (TI-72 h); #% = significativo em relagdo ao respectivo TI-
48h.
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2. Efeitos do EHA A.hispidum sobre o crescimento e diferenciaciio dos precursores

hematopoiéticos do baco

Os efeitos da administracdo do EHA A.hispidum sobre o crescimento e diferenciagdo dos
precursores hematopoiéticos do bago estao representados na Figura 2 e tabelas 3 e 4 ( apéndice).

Com relacdo a hematopoiese esplénica, a inoculagio de uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (1x10°/animal) levou a um aumento no niimero de CFU-GM no bago nas 48 e 72
horas apos a infeccdo. Os camundongos normais tratados com as 3 diferentes doses de EHA
A.luspidum tiveram um aumento significativo do CFU-GM do bago em relagdo ao grupo
controle. Os animais tratados/infectados (TI-48h) com as trés diferentes doses de EHA
A.hispidum mantiveram o numero de CFU-GM do bago ao nivel do grupo infectado (1-48h). Nas
72 horas, os animais tratados/infectados (TI-72h) com as doses de 100 e 500mg/kg de EHA
A.hispidum apresentaram diminui¢ao no numero de CFU-GM em rela¢do ao grupo infectado
(I-72h), enquanto que, o tratado/infectado (I-72h) com 1000 mg/kg de EHA A.hispidum

apresentou aumento em relagdo a todos os demais grupos.
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Figura 2. Nimero de CFU-GM do bago de camundongos tratados por 5 dias consecutivos com 3
diferentes doses de EHA A.hispidum (100, 500 e1000 mg/kg) e infectados com Listeria monocytogenes
(1 x 10° bactérias/animal) 3 horas ap6s o término do tratamento. Os animais foram sacrificados 48 e 72
horas ap6s a infecgdo. ANOVA- Tukey-Kramer (p< 0,05).0s resultados representam a médiae DP de 6
animais por grupo. C = controle; T = tratados com EHA Ahispidum; Tl = tratados e infectados;
| = somente infectados.

* = significativo em relagdo ao controle; s = significativo em relagc@o ao Infectado (I-48h); 2= significativo
em relagdo ao Infectado (I-72 h); & = significativo em relacdo ao T100;a = significativo em relagdo ao
T500; ¢= significativo em relagdo ao T1000; # = significativo em relagdo ao respectivo T (I-48h).
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3.  Efeitos do EHA A.hispidum sobre o peso do baco

Os efeitos da administragdo do EHA A.hispidum sobre o peso do bago estdo representados
na Figura 3 e tabelas 5 ¢ 6 ( apéndice).

O peso do bago dos animais tratados com as doses de 500 e 1000mg/kg de EHA
A.hispidum aumentou em relag@o ao grupo controle. um aumento no peso dos bagos tambem foi
observado nos animais somente infectados nos 2 periodos de observagdo em rela¢do ao controle.
Além disso, o aumento observado nas 48 horas apds a infecgdo foi estatisticamente superior ao
nas 72 horas.

Uma redugio no peso dos bagos aos niveis normais foi observada nos animais infectados e
tratados com 100, 500 e 1000mg/kg de EHA A.hispidum nas 48 horas apds a infec¢do. Porém,
nos animais tratados/infectados com as 3 doses de EHA A.hispidum nas 72 horas apos a infecgio,

o peso dos bagos aumentou, atingindo um valor similar ao obtido para o grupo somente infectado

(I-72h).
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Figura 3. Peso do bago (g) de camundongos tratados por 5 dias consecutivos com 3 diferentes doses
de EHA de Ahispidum (100, 500 e 1000 mg/kg) e infectados com Listeria monocytogenes (1x 10°
bactérias/animal) 3 horas apés o término do tratamento. Os animais foram sacrificados 48 e 72 horas
apés a infecgdo. ANOVA- Duncan e Tukey-Kramer (p< 0,05). Os resultados representam a média e DP
de 6 animais por grupo.

C = controle; T = tratados com E AH; TI = tratados e infectados; | = somente infectados.

* = significativo em relagdo ao controle. e = significativo em relacdo ao |-48 h. & = significativo em
relacdo ao T100; % = significativo em relagdo ao respectivo Tl 48h.
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4.  Efeitos do tratamento com EHA A. hispidum na sobrevida de animais infectados pela

Listeria monocytogenes

Com intuito de avaliar uma possivel protegdo em relagdo a infecgdo nos animais tratados
com EHA A.hispidum realizou-se uma curva de sobrevida. Considerou-se os seguintes grupos
experimentais. animais normais infectados com Listeria monocytogenes 3x10°/ animal e, grupos
de animais tratados por 5 dias consecutivos com as 3 diferentes doses do EHA A.hispidum e
infectados logo apds, com a mesma concentragdo de bactérias. Os grupos foram observados
durante 30 dias.

Na Figura 4 e tabela 7, podemos observar os resultados da sobrevida dos animais. Os
animais controle possuem mortalidade de 100% com mortes gradativas entre 0 2° e 6° dias apos a
infec¢ao.

Os camundongos tratados previamente com EHA A.hispidum apresentaram alteragdes na
resisténcia contra a L. monocytogenes. O grupo tratado com 100mg/kg apresentou uma sobrevida
de 30%. Entretanto, os grupos previamente tratados com 500 e 1000 mg/kg apresentaram 60% de
sobrevida. E interessante ressaltar que 4 dos 8 animais tratados com a dose de 500mg/kg e
infectados que morreram, resistiram até o 17° dia apds a infecgdo, € no grupo tratado com 1000
mg/kg , as mortes iniciaram quando a maioria dos animais controle (80%) somente infectados ja
haviam morrido, indicando um aumento na resisténcia dos animais tratados que responderam

fatalmente a infecgéo.
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Figura 4: Curva de sobrevida de camundongos Balb/c (n=20) tratados com 3 diferentes doses de
EHA A.hispidum durante 5 dias e infectados com uma dose letal de Listeria
monocytogenes (3x10° bactérias/animal), 3 horas apos o término do tratamento. Método

Kaplan-Meyer, teste Log-rank (p< 0,001).
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V. Discussdo
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A Acanthospermum hispidum € uma planta que apresenta no uso popular efeitos benéficos
contra infecgdes, embora efeitos toxicos tenham sido observados quando administrada em altas
doses em estudos experimentais. Nos nossos estudos, camundongos Balb/c foram previamente
tratados durante 5 dias consecutivos com as doses de 100, 500 e 1000mg/kg de extrato
hidroalcoolico de A4.hispidum (EHA A.hispidum) e infectados com L. monocytogenes, sendo que
as 48 e 72 horas apos a infecgdo avaliamos o numero de precursores hematopoiéticos na medula
0ssea e no bago dos animais. A infecgdo produz uma diminuigdo no nimero de precursores
hematopoiéticos para granuldcitos—macrofagos (CFU-GM) na medula dssea € um aumento no
namero desses precursores no bago. Tanto nos animais apenas tratados com o extrato da planta
como nos animais tratados/infectados, os resultados demonstraram uma diminuig¢ao de 30 a 50%
no namero de CFU-GM da medula oOssea, paralelamente a um aumento de até 45 vezes no
numero desses precursores no bago em relagdo ao controle. Concomitante a esses dados,
observou-se esplenomegalia nos animais tratados € nos tratados/infectados apos 72 horas. Ao
realizarmos uma curva de sobrevida utilizando-se uma dose letal de L. monocytogenes em
animais tratados com as 3 diferentes doses do extrato hidroalcoolico desta planta, constatamos
um aumento significativo no indice de sobrevida, que foi dependente da dose utilizada.

Trabalhos realizados em nosso laboratorio demonstram que o aumento na sobrevida em
camundongos infectados com uma dose letal de L. monocytogenes esta relacionado ao aumento
no nimero de CFU-GM medular (QUADROS er al., 1999; DANTAS & QUEIROZ, 1999).
Entretanto, paralelo ao aumento no indice de sobrevida, nossos animais mantiveram o aumento
no numero de CFU-GM no bago ¢ a diminuigdo no numero destes na medula, causados pela
listeriose. O aumento da resisténcia de nossos animais deve-se, provavelmente, a hematopoiese

esplénica. Esta documentado na literatura que a diminuicdo na hematopoiese da medula é
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geralmente acompanhada de hematopoiese extramedular compensatoria nesse 6rgdo. Este efeito
ocorre devido a migragdo dos precursores hematopoicticos da medula pela via sangiinea,
produzindo, como conseqiiéncia, um acumulo destas células no bago, com aparente
esplenomegalia (NILSSON er al, 1994; HAAN et al, 1995, JACKSON er al,
1995;QUESNIAUX et al., 1996, MURRAY et al., 1998; DEGUCHI ez al., 1999).

O aumento no numero de CFU-GM no bago, principal foco da listeriose (NORTH &
CONLAN, 1998), concomitante ao aumento da sobrevida, sugere que a hematopoiese
extramedular pode favorecer a reagdo do hospedeiro. Em nosso trabalho, os ammais
apresentaram aumento no numero de CFU-GM extramedular tambeém nos grupos apenas tratados,
levando-nos a sugerir que este resultado, poderia favorecer a rapidez e eficacia de agdo dos
granulocitos e macrofagos na defesa do hospedeiro contra a instalagdo da infec¢do. Corrobora
nossa hipdtese o fato de que camundongos resistentes a listeriose apresentam um maior numero
de células formadoras de colonias (CFCs) no bago em relagdo aos animais susceptiveis (YOUNG
& CHEERS, 1986; CHEERS er a/., 1988; CHEERS & STANLEY, 1988).

Observamos na literatura que a resisténcia a listeriose também esta relacionada com a
melhor atividade das células de defesa, como por exemplo, maior mobilizagdo e atividade
listericida dos macrofagos, além das células CFCs tornarem-se mais sensiveis aos fatores
estimuladores de colonias em animais resistentes (CSFs) (STEVENSON ef al., 1981, GERVAIS
et al., 1986). Assim, sugerimos que concomitante a mobilizagdo dos precursores para o bago,
houve maior eficiacia de agdo dos granuldcitos e macrofagos na defesa do hospedetro
provavelmente devido a um aumento na produg@o de citocinas envolvidas no mecanismo de

defesa contra a listeriose.
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Durante esse processo infeccioso, esta envolvido na resposta inata o recrutamento de
neutrofilos que limitam, através de fagocitose e lise, a bactéria ao local da infecgdo. O G-CSF €
um fator relacionado a diferenciagdo dos neutrofilos e € produzido durante o curso natural da
infec¢@o com L. monocytogenes (CHEERS et al., 1988), conferindo maior resisténcia aos animais
contra a listeriose devido ao aumento dos fagocitos no local da infecgdo € do metabolismo
oxidativo destas células (SHINOMIYA e al., 1991; SERUSHAGO et al., 1992; KAYASHIMA
et al., 1993). Estudos demonstram que a administragdo de G-CSF aos camundongos conduz a um
aumento no numero de CFU-GM, peso e celularidade do bago € a uma diminuigdo destes
precursores na medula (PODJA er al., 1990, MOLINEAUX et al., 1990 HAAN et al., 1995).

Durante a resposta inata também ocorre a ativagdo dos macréfagos. Estas células,
estimuladas pela L. monocytogenes fagocitada, liberam TNF-o e IL-12 que juntos ativam as
células NK a produzirem IFN-y (KOBAYASHI ef al.,1989; STERN et al., 1990; ROGERS et al.,
1995). Este por sua vez, juntamente com a IL-1, ativa os macréfagos que expressardaoo complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe 1I, aumentando assim, a atividade listericida
destas células (MACKANESS, 1962; ROGERS et al., 1995; FLESCH et al., 1995). O macrofago
ativado ira secretar mais IL-12, que estimulara a diferenciag@o das células ThO em Thl as quais
também produzirdo IFN-y Concordando com os resultados apresentados neste estudo, consta na
literatura que camundongos tratados com IL-12 tiveram uma supressdo da hematopoiese medular
e, simultaneamente, desenvolveram esplenomegalia causada pela hematopoiese extramedular no
bago (TARE et al, 1995; JACKSON er al., 1995). Acredita-se que a IL-12 conduza a
mobilizagdo das células progenitoras medulares para a circulagdo periférica, alojando-as no bago
e em outros 6rgdos como o figado e o pulmdo (JACKSON er al., 1995). Alguns autores sugerem

que os efeitos da IL-12 in vivo sdo induzidos por IFN-y (ENG er al., 1995,
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QUESNIAUX & RYFFEL, 1996). Dessa forma, esses dados corroboram nossa hipotese de que a
hematopoiese extramedular esteja relacionada com a maior produc@o de algumas das principais
citocinas envolvidas na defesa contra a listeriose.

A propriedade de aumentar a produgdo de IFN-y ja foi encontrada em uma planta da mesma
familia da Acanthospermum hispidum, a Dichrocephala bicolor (Asteraceae) (LIN er al., 1999).
Além disso, camundongos da linhagem CS7BL/6, resistente a Listeria, apresentaram maior
expressdo de IFN-y nas células do bago quando comparados a camundongos susceptivels
(IIZAWA et al., 1993). Esses fatos reforgam nossa hipotese de que a protegdo apresentada pelo
EHA da 4. hispidum pode estar relacionada também ao aumento de IFN-y.

O IFN-y ¢ produzido também pelas células Thl, as quais s3o essenciais para a erradicagio
completa da L.monocytogenes do hospedeiro (ROGERS er al., 1995). A resposta tardia
caracterizada pelo envolvimento das células T, inicia-se no 6° dia apdés a infecgdo
(MITSUYAMA et al., 1978; MIYATA et al., 1984, KRATZ &KURLANDER, 1988), periodo
em que nossos animais controle ja haviam morrido. Assim, a sobrevida a partir deste periodo
sugere que mecanismos do sistema imune adaptativo (células Thl) se estabeleceram nos animais
tratados com EHA A. hispidum.

Podemos concluir que o EHA A.hispidumé capaz de induzir a mobilizagdo de células
hematopoiéticas da medula para o bago. Além disso, o EAH A.hispidum poderia estimular e
ativar mecanismos da resposta imune inata (neutrofilos/macrofagos/células NK) e adquirida
(Th1) no bago durante a infec¢do, devido a estimulagdo da produgéo de alguma das principais

citocinas envolvidas na resisténcia dos animais a listeriose.
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VI. Conclusoes
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* O EHA A.hispidum induz a mobilizacdo dos precursores hematopoiéticos da medula

Ossea para o bago levando a uma defesa imunoldgica mais rapida apos a infecgdo.

* O EHA A.hispidum poderia estimular e ativar mecanismos da resposta imune inata
(neutrofilos/macrofagos/células NK) e adquirida (Thl) no bago durante a infecgio,
devido a estimulagdo da produgdo de algumas das principais citocinas envolvidas na

resisténcia dos animais a listeriose.
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TABELA 1. Numero de células formadoras de colonias para granulocitos e macrofagos
(CFU-GM) da medula ¢ssea de camundongos Balb/c tratados com EHA A.
hispidum ou tratados e infectados com Listeria monocytogenes (1x10°
bacténas/animal) 3 horas apos o término do tratamento. Cultura clonal realizada

48 horas ap0s a infecg@o.

CFU-GM x10° - MEDULA
i Controles Grup(;soal;:;afi;s com Grupq;so :}:tgj:gs com Grup;:z J(r)-:;;:‘ugs com
5 (Nio tratados)
NT 1-48h T TI-48h T TI-48h T T1-48h
1 17,76 8,46 8,87 10,41 9,38 13,67 47 12,9
2 17,76 6,31 7,9 10,83 7,28 8,68 4,56 14,14
3 20,72 9.46 9,58 10,73 8.26 13.35 5.41 12,9
4 1924 | 774 9,73 11,46 7,28 12,71 4,99 12,42
s | 148 | 702 10,34 11,67 9,52 15.28 428 13,62
14,8 9,17 7,75 11,67 7,42 8,04 10,69 5,16
X 17,51 8,02 9,04 11,13 8.2 11,95 5,77 11,86
DP | 216 1,12 0,95 0,49 0,95 2,66 295 3,05

NT-NAO TRATADOS; I-INFECTADOS; T- TRATADOS; TI- TRATADOS E INFECTADOS.

Teste ANOVA — Tukey-Kramer (p<0,05)

EFEITOS DO EXTRATO BRUTO DA 4canthospermum hispidum SOBRE A RESPOSTA IMUNOLOGICA

61



TABELA 2. Numero de células formadoras de colonias para granulocitos e macréfagos (CFU-

GM) da medula ¢ssea de camundongos Balb/c tratados com EHA A. hispidum ou

tratados e infectados com Listeria monocytogenes (1x10° bactérias/animal) 3 horas

apos o término do tratamento. Cultura clonal realizada 72 horas apos a infecgio.

CFU-GM x1¢° - MEDULA

Controles Grupos tratados com | Grupos tratades com | Grupos tratados com
(NG Gratadis) 100mg/ke 500mg/kg 1000mg/kg
NT | I-72h T TI-72h T T1-72h T Ti-72h
1 17.76 8,5 8,87 9,74 9,38 5,21 4.7 4,92
2 17,76 11,19 7.9 10,27 7,28 4,51 456 7,32
3 20,72 11,62 9,58 8,16 8,26 8,73 5.41 593
4 19,24 11,76 9,73 10,27 7,28 6,34 4,99 6,05
5 14,8 7.8 10,34 11,59 9,52 7,04 4,28 6,05
6 14,8 11,33 7,75 11,32 7,42 7,04 10,69 6,33
X 17,51 10,37 9,04 10,22 82 6,48 5,77 6,1
DP 2,16 1,59 0,95 1,13 0,95 1,37 2,22 0,70

NT-NAO TRATADOS; I-INFECTADOS, T- TRATADOS; TI- TRATADOS E INFECTADOS.

ANOVA - Tukey-Kramer (p<0,05)

Teste
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TABELA 3. Numero de células formadoras de colénias para granuldcitos e macrofagos (CFU-
GM) do bago de camundongos Balb/c tratados com EHA A. Aispidum ou tratados e
infectados com Listeria monocytogenes (1x10° bactérias/animal) 3 horas apos o

término do tratamento. Cultura clonal realizada 48 horas apds a infecgio.

CFU-GM x10' - BACO
Controles Grupos tratados com | Grupos tratades com | Grupos tratados com

(Nio trataiios) 100mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
NT I-48h T TI-48h T TI1-48h T TI-48h
1 9,95 293.6 40,4 290,0 54 267 100 260,0
2 9,95 1823 40 260,0 54 247 110 2534
3 9,95 305,0 40 290,0 108,4 283 90 2920
4 49,8 221,5 100 2430 108,4 308,0 80 2995
5 19,9 2823 100,8 290,0 67,6 290,0 100 360,8
6 29,9 293.6 100 263,0 94,8 259,0 110 2304
X | 21,56 263.0 70,2 272,67 81,2 275,67 98,33 282,68
DP }| 14,57 45,17 30,07 18,42 23,56 20,33 10,67 41,99

NT-NAO TRATADOS; I-INFECTADOS; T- TRATADOS; TI- TRATADOS E INFECTADOS.

Teste ANOVA — Tukey-Kramer (p<0,053)
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TABELA 4. Numero de células formadoras de colonias para granulocitos e macrofagos (CFU-
GM) do bago de camundongos Balb/c tratados com EHA A. hispidum ou tratados e
infectados com Listeria monocytogenes (1x10° bactérias/animal) 3 horas apds o

término do tratamento. Cultura clonal realizada 72 horas apos a infecgéo.

CFU-GM x10' - BACO
Controles Grupos tratados com | Grupos tratados com | Grupos tratados com

(NEo tritados) 100mg/kg | 500mg/kg 1000mg/kg
NT 1.72h T TL72h | T T1-72h T TI-72h
9,95 3300 40,4 1390 54 1320 100 821,0
2 9,95 387.0 40 100,0 54 150,0 110 1077,0
3 995 316,0 40 1350 108.4 120,0 90 9470
s 4938 287,0 _ 100 1220 108.4 120,0 80 9470
5 19,9 374.0 100.8 153,0 67.6 126,0 100 960,0
29,9 301,0 100 1410 94,8 128,0 110 1006,0
21,56 332,95 70,2 131,67 81,2 129 ] 98,33 959.7
DP 14,57 36,59 30,07 16,85 23,56 1,18 i. 10.67 l 76,88

NT-NAO TRATADOS, I-INFECTADOS; T- TRATADOS,; TI- TRATADOS E INFECTADOS. Teste

ANOVA — Tukey-Kramer (p<0,05)
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TABELA 5.  Peso do bago (gramas) de camundongos Balb/c tratados com EHA A. hispidum
ou tratados e infectados com Listeria monocytogenes (1x10° bactérias/animal) 3

horas apos o término do tratamento. Peso 48 horas ap6s a infeccio.

CFU-GM - PESO BACO (gramas)
Controles Grupos tratades com | Grupos tratados com | Grupos tratados com
(Nao tratados) M o S00mg/ke 1000mg/kg
NT | 1-48h T TI-48h T TI-48h T T1-48h
1 0,179 0.462 0,197 0,193 0,260 0,257 0,283 0,186
2 0,155 0.700 0,183 0,208 0,215 0,234 0,232 0,198
3 0,120 0.284 0,201 0,174 0.200 0,169 0,345 0,317
) 0,172 0.261 0,200 0,179 0,235 0,191 0,197 0,227
5 0,200 0.400 0,202 0,169 0,257 0,222 0,208 0,273
6 0,146 0.350 0,167 0,169 0,206 0,169 | 0,182 0,250
X 0,162 0.409 0,191 0,182 0,228 0,207 0,241 0,241
DP | 0.025 0146 0,012 0,014 0,024 0,033 0,056 0,044

NT-NAO TRATADOS; I-INFECTADOS; T- TRATADOS; TI- TRATADOS E INFECTADOS.

Teste ANOVA — Duncan e Tukey-Kramer (p<0,03)
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TABELA 6. Peso do bago (gramas) de camundongos Balb/c tratados com EHA A. hispidum ou
tratados e infectados com Listeria monocytogenes (1x10° bactérias/animal) 3 horas

apos o término do tratamento. Peso 72 horas ap6s a infecgio.

CFU-GM - PESO BACO (gramas)
Controles Grupos tratados com | Grupos tratados com | Grupos tratados com
(Nio tratados) 100mg/kg S500mg/kg 1000mg/kg
NT 1-72h T TI-72h T TI-72h T TI-72h
1 0,179 0.326 } 0,197 0305 0,260 0.379 0,283 0,361
2 0,155 0.243 0,183 0.257 0,215 0.225 0,232 0,284
3 0,120 0297 0,201 0.229 0.200 0.317 0,345 0,205
4 0,172 0.234 0,200 0.225 0.235 0209 0,197 0,244
-] 0,200 0211 0,202 0.258 0,257 0.249 0,208 0,400
6 0,146 0.280 0,167 0.260 0,206 0.315 0,182 0,215
X 0,162 0.265 0,191 0.256 0,228 0.282 0,241 0,284
DP 0,025 0.039 0,012 0.026 0,024 0.06 0,056 0,073

NT-NAO TRATADOS; I-INFECTADOS; T- TRATADOS; TI- TRATADOS E INFECTADOS.

Teste ANOVA — Duncan e Tukey-Kramer (p<0,05)
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TABELA 7.

Curva de sobrevida de camundongos Balb/c (n=20) tratados com 3 diferentes
doses de EHA A.hispidum durante 5 dias e infectados com dose letal de Listeria

monocytogenes (3x10° bactérias/animal), 3 horas apos o término do tratamento.

Sobrevida de animais tratados com EHA de A.hispidum e infectados com

Listeria monocytogenes

Dias Controle TI 100 mg/Kg TI 500 mg/Kg TI 1000 mg/Kg
(Infectado)
20 4% 3% - : -
3° 4% 2t - -
4° 4% 3t 4% -
5° 5% 2% - 4%
6° an 4% - 4%
17° . - 4% -
30° - 6 Vivos 12 vivos 12 vivos
Total de mortes 20 14 08 08
Total de animais 20 20 20 20

Meétodo Kaplan-Meyer, teste Log-rank (Cox-Mantel) (p< 0.001). -
T1 = tratado e infectado; T = tratado;
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