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ABSTRACT




O cancer ¢ uma das doencas mais prevalentes no Brasil e no mundo. Atualmente, a
radioterapia e a quimioterapia sdo utilizadas como tratamento de primeira escolha para esta
doenga e caracterizam-se por ndo possuir toxicidade seletiva, causando sérios efeitos
adversos como a inibi¢do da resposta imunoldgica e a mielossupressdo. O desenvolvimento
de novas drogas, visando terapias mais eficientes, vem aumentando a procura por
fitoterdpicos para o tratamento do cancer. A Withania somnifera (Ashwagandha) é uma
planta bastante utilizada na medicina Ayurvédica devido sua eficicia em uma grande
variedeade de doengas. Possui sinonimia bastante diversificada sendo conhecida por Cereja
de Inverno, Ashwagandha, Ginseng Indiano entre outros nomes. Cresce em dreas
subtropicais da India, Africa e oeste da Asia. A Withania somnifera (WS) foi investigada
extensivamente durante as ultimas trés décadas e resultados de estudos envolvendo
individuos de diferentes faixas etdrias e de ambos os sexos demonstram agdo terapéutica
potente com efeitos téxicos minimos. Neste sentido, investigamos os efeitos desta planta
sobre o crescimento e diferencia¢do de precursores hematopoéticos [Células formadoras de
colonias de granuldcitos/macréfagos (CFU-GM)], de camundongos normais e portadores
do tumor ascitico de Ehrlich (TAE), os quais foram tratados com diferentes doses de
Withania somnifera (20, 50 ou 100 mg/kg/dia). Nestes animais, avaliamos ainda a presenca
de fatores estimuladores de colonias no soro e€ a sobrevida. Além disso, foi avaliada
também a proliferacdo de linfécitos e a lise especifica de células natural killer (NK), a
concentracao das citocinas IL-1, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a nos camundongos inoculados
com TAE e tratados com o extrato da planta, bem como a presenca de micronuicleos de
eritrocitos da medula Ossea dos camundongos tratados com o extrato da planta e
ciclofosfamida, e por dltimo a citotoxicidade do extrato nas linhagens leucémicas HL-60,
K-562 e MOLT-4. Nossos resultados demonstraram uma eficdcia do extrato de Withania
somnifera no crescimento de diferenciagdo dos precursores hematopoéticos da medula e
baco dos camundongos inoculados com TAE. Como ja esperado, o TAE produziu
concomitantemente a mielossupressdo e um aumento no numero de CFU-GM esplénico. O
tratamento dos animais portadores do TAE com WS (20, 50 e 100 mg/kg) produziu
aumento na sobrevida e aumento na mielopoese, além da reduc@o no niimero de coldnias
esplénicas e no peso do bagco. Quanto a proliferacdo de linfécitos e a lise especifica de

células NK, ocorreu uma resposta dose-dependente dos animais inoculados e tratados com
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o extrato de WS. Da mesma forma, pudemos observar que o tratamento dos animais
portadores do TAE e tratados com a planta impediu a polarizacdo da resposta imunoldgica
Th1-Th2 encontrada nos animais portadores do TAE. Neste sentido, a avaliacdo dos niveis
de IL-1 revelou que a administracdo das doses de 20, 50 e 100 mg/Kg de WS por 10 dias
consecutivos em camundongos normais produziu um aumento significativo (P<0,001)
comparado aos grupos controle e inoculados com TAE, em 24 e 48 horas apds a incubacao.
Os resultados obtidos para a producdo de IL-6 revelaram niveis estatisticamente mais
elevados, em relacdo aos observados para os animais somente inoculados. Um aumento
pronunciado (P<0,001) nos niveis de IL-10 foi observado nos animais inoculados com TAE
(24 e 48 horas). Reducdes significativas foram observadas nos niveis desta citocina apos o
tratamento com todas as doses de WS em 24 e 48 horas de incubagdo, quando comparadas
ao grupo inoculado com TAE (P<0,001). Por outro lado, os niveis de IL-10 nos animais
normais ndo foram alterados pelo tratamento com as mesmas doses de WS. Em relacdo aos
niveis de IFN-y, observamos um reduc¢do significativa nos niveis desta citocina nos animais
apenas inoculados com TAE. Por outro lado, houve uma reversdo deste quadro quando os
animais foram tratados com as doses de 20, 50 e 100 mg/Kg. Os niveis da citocina TNF-a
revelaram um aumento significativo desta citocina em relacdo ao grupo apenas inoculado
com TAE. Estes resultados sdo encorajadores, uma vez que favorecem a utilizacdo do
extrato de WS em combinagdes terapéuticas com outros quimioterdpicos visando reduzir a

mielotoxicidade e suplementar a eficdcia tumoricida desta planta.
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ABSTRACT




Cancer is not only one of the most important diseases in Brazil, yet worldwide too.
Nowadays, radiotherapy and chemotherapy have been the first choice treatment against this
disease, both characterized for their non-selective toxicity that leads to serious adverse
effects, amongst which are inhibition of the immunological response and mielosupression.
New drug development seeking more efficient therapy is increasing search for plant-
derived drugs to cancer treatment. Withania somnifera (Ashwagandha) is quite used in
Ayurvedic medicine due to its effectiveness in a great variety of diseases. This plant
possesses diversified synonymes, being known as Cherry of Winter, Ashwagandha,
Ginseng Indian, among other names. It grows in subtropical areas of India, as well as in
some areas of Africa and west Asia. Withania somnifera was extensively investigated
during the last three decades and the studies involving individuals of different age groups
and both sexes demonstrated potent therapeutic action with minimum poisonous effects. In
this sense, we investigated Withania somnifera’s actions on the growth and differentiation
of hematopoietic precursors [granulocyte/macrophage colony cell formation (CFU-GM)] of
normal animals and TAE bearers, which were treated with different doses of Withania
somnifera (20, 50 or 100 mg/kg/dia). We also evaluated the presence of colony stimulatory
factors in the animals sera, as well as their survival. Furthermore, we analysed lymphocytes
proliferation, specific NK cell lysis, IL-1, IL-6 and IL-10 cytokines, IFN-g and TNF-a
concentrations in treated bearing mice, as well as the presence of bone marrow erytrocyte
micronucleus of mice treated with the extract of the plant and cyclophosphamide. We also
studied the extract’s citotoxicity in HL-60, K-562 and MOLT-4 leukemic lineages. Our
results demonstrated Withania somnifera’s effectiveness on hematopoietic precursors
growth and differentiation in marrow and spleen TAE-bearing mice. As it was already
expected, TAE produced myelossupression and increased CFU-GM spleen number
concomitantly. The treatment of TAE-bearing animals with WS (20, 50 and 100 mg/Kg)
produced dose-dependent increase in myelopoiesis, an increase in life time and a reduction
in spleen colony number and in spleen weight. All this happened parallel to survival. As to
lymphocytes proliferation and specific NK cell lysis, they were also dose-dependent in
treated bearing animals. Likewise, we observed that the treated-bearing animals blocked
Th2 immune response polarization detected in the TAE-bearing group. Evaluations of IL-1

levels revealed that the administration of 20, 50 and 100 mg/Kg of WS’s extract for 10
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consecutive days in normal mice produced a significant increase (P <0,001) compared to
control and inoculated groups within 24 and 48 hours of incubation. Results obtained from
IL-6 production showed statisically higher levels compared to the non-treated bearing
group. A pronounced increase (P <0,001) in IL-10 levels was also observed in TAE-bearing
animals (24 and 48 hours). Significant reductions were observed in cytokine levels within
24 and 48 hours of incubation after treating the animals with all the stated doses compared
to the non-treated bearing group (P <0,001). On the other hand, IL-10 levels in normal
animals were not altered by the treatment with the same doses of WS. Concerning IFN-g
levels, we observed a significant reduction in non-treated bearing mice, however this
picture was reversed when the same group was treated with 20, 50 and 100 mg/kg doses.
Levels of TNF-y of treated bearing mice significally increased when compared to the non-
treated bearing group. These results are encouraging, once they favor WS extract’s use in
combined quimiotherapies that seek mielotoxicity reduction and incresase the plant’s

tumoricid effectiveness.

Abstract

Xxvi



1- INTRODUCAO




1.1-ASPECTOS GERAIS

O objetivo principal da pesquisa quimioterdpica visa a descoberta de novos
agentes capazes de inibir especificamente a multiplicagdo viral e de células neoplésicas,
sem afetar a divisdo celular normal. A partir da década de 40, ocorreu enorme progresso na
compreensdo dos processos neopldsicos, havendo uma répida expansdo no arsenal de
agentes citotoxicos disponiveis. Entretanto, o avanco no tratamento de tumores de
ocorréncia freqiiente é ainda modesto. Somente no Brasil, estima-se a ocorréncia de
aproximadamente 402.190 casos novos e 887.594 6bitos por ano (Ministério da Saude,

Instituto Nacional do Cancer, 2003). Isto faz do cancer uma doenga emergencial, sendo

fundamental o desenvolvimento de novas drogas, visando terapias mais eficientes.

Os tratamentos de primeira escolha atualmente empregados na terapia do
cancer, a quimioterapia e a radioterapia, sdo destituidos de toxicidade seletiva, provocando
efeitos colaterais graves, dentre eles a inibicdo da resposta imunoldgica, critica para a
recuperacdo do paciente. Neste contexto, citoreducdo induzida quimicamente tem sido
utilizada terapeuticamente ndo apenas no tratamento de neoplasias, mas também para
proteger a medula 6ssea em situacdes de transplante deste 6rgdo. O tratamento com tais
agentes ¢ limitado principalmente por mielossupressao, além de outros efeitos colaterais em

células normais (Fisher e Peters, 1994; Tanosaki et al., 1994; Parker e Pragnell, 1995).

A medula 6ssea é o sitio principal da hematopoese in vivo. Células
pluripotenciais dao origem a progenitores de diferentes linhagens, os quais se desenvolvem
em células funcionais maduras. Uma medida quantitativa da capacidade proliferativa
hematopoética é obtida através dos sistemas de cultura de células progenitoras em meio
semi-sOlido in vitro, em presenca de fatores estimuladores de colonias (CSFs). Nestas
culturas, as células progenitoras comprometidas com o crescimento de uma determinada
linhagem sdo capazes de proliferar e formar coldnias (CFU) de células maduras. Estes
sistemas de cultura clonal sdo bastante eficientes na deteccdo e quantificacdo das células
progenitoras. Além disso, pelo fato da proliferacdo destas células ser acompanhada de
diferenciacdo, estas culturas permitem a andlise de muitos aspectos da biologia de formacgao
da célula sanguinea, relacionando cada populacdo clonal madura com a respectiva célula

precursora individual inicial (Metcalf, 1984"; Queiroz, 1988)
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Se o desenvolvimento de culturas clonais para o estudo de precursores
hematopoéticos representou um grande passo na hematologia experimental, uma
conseqiiéncia ainda mais importante destes trabalhos foi o reconhecimento de que as
células sanguineas necessitam do estimulo de moléculas reguladoras especificas para que
possam se dividir e amadurecer. Este fato levou ao descobrimento de uma familia de
glicoproteinas denominadas fatores estimuladores de colonias (CSFs), que interagem para
controlar a proliferacdo e diferenciacao de células hematopoéticas maduras. Os CSFs estdo
presentes no plasma e urina e ja foram isolados de linfdcitos, macrofagos e células
endoteliais, especialmente apds a exposi¢do a antigenos, xenobidticos ou endotoxinas.
Neste sentido, a avaliacdo da atividade estimuladora do soro in vitro constitui um indicador
adicional da atividade hematopoética do hospedeiro.(Metcalf, 1984°; Metcalf, 1986).

Alteracdes hematopoéticas constituem um fator limitante no estabelecimento de
regimes quimioterapéuticos e radioterapéuticos, uma vez que as altas doses requeridas na
reversdo do processo patolégico resultam em mielossupressdao. Os modelos clonais de
hematopoese in vitro t€m sido utilizados na investigacdo dos mecanismos patogénicos de
doencas induzidas por drogas no sangue e em estudos pré-clinicos de desenvolvimento de
novos farmacos. Estes estudos adquirem importancia ainda maior se considerarmos que a

medula dssea € o alvo mais provdvel da acdo de xenobiéticos (Froquet et al., 2001).

1.2-POTENCIAL TERAPEUTICO DA WITHANIA SOMNIFERA

Plantas medicinais tém sido utilizadas como fontes para descobertas de novas
drogas. No Brasil existe cerca de 120 mil espécies vegetais das quais acredita-se que 20%
sejam medicinais. Destas, apenas cerca de 3 mil espécies foram estudadas do ponto de vista
fitoquimico e/ou farmacolégico (Barata, 1991; Souza e Souza Brito, 1993). A Organizagdo
Mundial de Sadde estima que 80% da populagdo utiliza plantas para tratamento de doengas
primdrias (Who, 1993). A investigacdo destas plantas permite a descoberta de novos
farmacos e muitas vezes a elucidagdo do mecanismo de agdo de uma substincia até entio
pouco estudada.

A Withania somnifera é uma planta da familia Solanaceae, ereta, herbacea que
cresce 1,25 m. de altura. As folhas sdo simples, pecioladas, com até 10 cm de comprimento,

em brotos vegetativos sdo alternadas e grandes; enquanto nas formas florais sdo opostas e
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organizam-se lateralmente em pares, tendo no axis um agrupamento de cinco a vinte e
cinco flores verde pdlidas imperceptiveis. O fruto, incluso no cdlice persistente verde, é
uma baga com 5 mm de didmetro, verde quando verde, laranja avermelhado quando

amadurece, e contém numerosos capsicum como sementes (Majeed et al., 2000) (Fig.1).

Withania somnifera
Ecology & Evolutionary Biology Consenmatory
UGonn L Sanders, Jan 2000

Figura 1-Ilustragcdo da planta Ashwagandha (W. somnifera).

Possui sinonimia bastante diversificada sendo conhecida por Cereja de Inverno,
Ashwagandha, Ginseng Indiano entre outros nomes. E uma planta bastante utilizada na
medicina tradicional da India, principalmente entre os médicos Ayurvédicos, isolada ou em
combinagdo com outros produtos. Cresce em dreas sub-tropicais na India, bem como em

algumas dreas da Africa e oeste da Asia.
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Virias substincias quimicas sdo encontradas nas folhas e raizes de
W. somnifera (Power e Salway, 1911; Kurup, 1956). Estas pertencem a classe de alcal6ides
(Atal e Grupta, 1968; Lavie ef al., 1968), lactonas esteroidais (chamadas withanolideos), e
glicosideos acilestéril (chamados sitoindosideos). Além disso, uma mistura de &cidos
graxos tem sido isolada. Atualmente, 16 alcaldides e mais de 30 withanolideos tém sido
isolados e caracterizados. Algumas das lactonas extraidas destas espécies (Withaferina-A e
withanolideos D e E) t€m propriedades citotoxicas interessantes (em modelos animais e in

Vitro).

A Withania somnifera foi investigada extensivamente durante as ultimas trés
décadas e resultados de estudos envolvendo individuos de diferentes faixas etdrias e de
ambos os sexos demonstram acdo terapéutica potente com efeitos toxicos minimos. Neste
sentido, foi demonstrada atividade anti-hepatotoxica em camundongos e ratos expostos a

doses toxicas do tetracloreto de carbono (Sudhir et al., 1986; Majeed et al., 2000).

O potencial anti-inflamatério desta planta parece ser decorrente da agdo dos
seus componentes withanolideos na regulacdo de sintese protéica (Sadique e Anabalagan,
1982). Estudos pré-clinicos sugerem eficdcia no tratamento do mal de Alzheimier, sendo o
mecanismo de a¢d@o atribuido ao seu comportamento como receptor agonista do GABA
(d&cido gama-amino butirico) (Kuppurajan et al., 1980). A W. somnifera é também
caracterizada como adaptogénico, pois alivia o estresse fisico e psicoldgico, com agdes
anti-inflamatoria, tranquilizante, anti-helmintica, afrodisiaca, entre outras (Karnick, 1981;

Singh et al., 1989; Jayaram et al., 1993).

Estudos experimentais demonstram uma atividade significativa desta planta na
prevencao e regressao da tumorigénese através de um aumento da atividade quimiotatica de
macrofagos e da producio de citocinas, e do aumento das interleucina 1 e fator de necrose

tumoral alfa (Dhuley et al., 1997).

Modelos experimentais sdo ferramentas uteis para avaliar-se os efeitos de

determinadas drogas ou substancias sobre o sistema imunoldgico.
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1.3-MODELO EXPERIMENTAL DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

O estudo de neoplasias em modelos animais facilita a avaliacio e melhor
compreensdo da imunologia dos tumores, a0 mesmo tempo que constitui instrumento
apropriado para a investigacdo de efeitos imunomoduladores de substancias com potencial
antineoplasico. Um desses modelos € o tumor de Erhlich, descrito por Ehrlich e Apolant em
1905 como um adenocarcinoma de mama, que teve origem espontaneamente em
camundongos. O tumor de Ehrlich caracteriza-se por ndo regredir espontaneamente e ser
um tumor facilmente mantido por transplantes sucessivos no tecido subcutdneo ou no
peritonio de qualquer linhagem murina, desenvolvendo-se na forma sdlida ou ascitica

respectivamente (Sigiura, 1965).

A influéncia do crescimento tumoral na proliferagcdo e diferenciacio das células
pluripotentes (CFU-S) e nas células progenitoras (CFU-C) da medula éssea tem sido
sugerida por inimeras observagdes. Como muitos outros tumores experimentais, 0 tumor
de Ehrlich produz alteracdes severas no sistema hematopoético do hospedeiro, sendo
frequentemente associadas com imunodepressdo, anemia, trombocitopenia e leucocitose
granuldcito-dependente (Lala et al., 1977; Keeb e Lala, 1978; Roy et al., 1981; Pessina
et al., 19823"3; Hardy e Balducci, 1985; Parhar e Lala, 1985, 1988; Nelson et al., 1990;
Parker e Pragnell, 1995). Estes eventos resultariam da produ¢do de fatores soldveis pelas
células tumorais ou da interacdo entre a célula imunocompetente-célula tumoral (Pelus et
al., 1979; Burgess e Metcalf, 1980; Pessina et al., 1982a’b; Broxmeyer, 1987; Kobari et al.,
1990; Bonta e Bem-Efraim, 1993). Utilizando a técnica de cultura de células precursoras
mieldides em meio semi-sélido, Keeb e Lala (1978) demonstraram uma diminuicdo das
células da medula dssea comprometidas com o desenvolvimento de colonias de
granuldcitos-macréfagos em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich. Além disso,
Pessina et al. (1982%) estudaram os efeitos de fatores produzidos por macréfagos e células
tumorais de Ehrlich sobre as células precursoras granulociticas-macrofagicas. Neste
sentido, prostaglandinas da série E (PGE), particularmente PGE,, e TGF-f3, produzidos por
diferentes populacdes de células com atividade supressora, incluindo a prépria célula
tumoral, estariam associados aos mecanismos de imunossupressio da medula Ossea
(Ye et al., 1984; Young et al., 1989; Fecchio et al., 1990a’b; Duffie e Young, 1991; Bogdan
et al., 1992; Moore et al., 1992; Saarloos et al., 1992; Young et al., 1992; Bonta e

Introducédo

33



Bem-Efraim, 1993; Oghiso et al., 1993; Vodovotz et al., 1993; Walker et al., 1994; Young
et al., 1996; Elexpuru et al., 1997). Estes fatos sdo particularmente importantes ao se
considerar que o crescimento do tumor ascitico de Ehrlich provoca uma reacao inflamatéria
local, altera padrdes de migragdo celular, além de estimular/ativar macréfagos. Na verdade,
a intesidade da reacdo inflamatéria provocada pelas células tumorais é de fundamental
importancia na evolucdo do crescimento tumoral (Talmadge et al., 1981; Nara et al., 1987;
Fecchio et al., 1990 Mantovani et al., 1992; Bonta e Bem-Efraim, 1993; Barth e Morahan,
1994).

As células maduras do sistema imunoldgico sdo origindrias da atividade
proliferativa de populacdes precursoras localizadas principalmente na medula Ossea. A
técnica para cultura de células precursoras da medula 6ssea em meio semi-sélido forneceu
uma nova metodologia para a investigacdo dos mecanismos reguladores da mielopoiese. Os
fatores estimuladores de coldnias (CSFs) regulam o crescimento e diferenciacdo destas
células precursoras hematopoéticas, as chamadas células formadoras de colonias (CFCs)
(Metcalf, 1984%; Queiroz, 1988). Além destes efeitos, estes fatores sdo responsdveis pela
sobrevivéncia in vitro e atividade funcional das células maduras (granuldcitos, macréfagos,

eosinofilos, etc).

Diante do exposto, neste trabalho avaliamos os efeitos do extrato de Withania
somnifera (Ashwagandha) sobre o crescimento e diferenciagdo dos precursores
hematopoiéticos da medula 6ssea/baco para a série granuldcitos-macréfagos (GM-CFU) no
modelo experimental proposto. Além disso, investigamos os efeitos deste extrato sobre a
resposta especifica ao tumor através das citocinas produzidas pelas subpopulagdes de
células T auxiliares denominadas “T helper” (Th1)-IFN-y e (Th2)-IL-10, e de citocinas
pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-6 e IL-1), a producdo de fatores estimuladores de coldnias de
células hematopoéticas, alteracdes no peso do baco, a atividade de células NK. Também
estudamos a citotoxicidade e genotoxicidade deste extrato, através do método de reducio
do tetrazolium (MTT) e através da presenga de microntcleos de eritrécitos da medula

dssea, respectivamente.
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2- OBJETIVOS




O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

Avaliar os efeitos do extrato de Withania somnifera (WS) (Ashwagandha) sobre a
resposta imunoldgica inespecifica de animais portadores de tumor ascitico de
Ehrlich, através da cultura clonal de precursores hematopoéticos de

granuldcitos-macréfagos (CFU-GM) da medula 6ssea e do bago.

Avaliar a producdo de fatores estimuladores de colOnias de células precursoras

hematopoéticas;
Avaliar alteracdes no peso do bago;

Avaliar a resposta imunoldgica tipo celular através da detec¢do do nivel das
citocinas IFN-y, IL-10 e das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a produzidas em culturas

de células esplénicas estimuladas com Concanavalina A (ConA);
Auvaliar a atividade de células Natural Killer (NK);

Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade do extrato WS através do método de
reducdo do sal de tetrazdlio (MTT) por células leucé€micas e presenca de

microntcleos de eritrdcitos respectivamente.

Avaliar a sobrevida de camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich e

tratados com diferentes doses (20, 50 e 100 mg/kg) de Withania somnifera.
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3.1-ANIMAIS

Para realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos BALB/c, com
idade aproximada de 8 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP. Os
animais foram divididos em grupos (n=6 animais/grupo), e cada grupo foi submetido ao

tratamento de acordo com o protocolo de experimentos a saber:
a) animais controle, sem tratamento;
b) animais inoculados com tumor de Ehrlich;

c) animais inoculados com tumor de Ehrlich, submetidos a diferentes

protocolos de tratamento com WS;

d) animais controle, ndo inoculados com tumor de Ehrlich, submetidos aos

mesmos tratamentos com WS empregados no item c.

A administracdo do WS serd realizada por via oral em doses padronizadas,
utilizando-se solug¢do salina 0,9% como veiculo de administracdo. Aos animais controle nao
inoculados foi administrado WS em diferentes doses durante 10 dias. Os animais
inoculados e tratados receberam WS durante 10 dias. Os animais portadores de tumor
foram inoculados 2 horas antes do inicio do tratamento. As doses utilizadas de WS foram

20, 50 e 100 mg/kg.

3.2-TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

A linhagem tumoral de Ehrlich foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Szulim
Zyngier, Departamento de Farmacologia (ICB-USP), sendo originalmente obtida de uma
linhagem do Hospital do Cancer, Sao Paulo. Ela € mantida nas dependéncias do laboratorio

através de passagens sucessivas intraperitoneais entre animais.

As células tumorais de Ehrlich crescem como células asciticas na cavidade
peritoneal de camundongos, facilitando sua manutenc¢do através de passagens consecutivas.
Para o desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich, camundongos foram inoculados

intraperitonealmente com 0,2 mL de uma suspensdo de células tumorais contendo 3 x 10’
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células/mL, provenientes da cavidade peritoneal de camundongos doadores

(6 x 10° células/animal).

Ap6s a retirada do liquido ascitico do peritdneo de camundongos doadores, o
nimero e a viabilidade das células tumorais foram determinados através da exclusdo do

corante azul-tripan, em camara de Neubauer.

3.3-TRATAMENTO

O extrato da Withania somnifera (WS) € um p6 marrom claro a marrom escuro

com odor e sabor e foi gentilmente cedida da Galena Industria Farmacéutica Ltda. (Brasil).

Para o tratamento dos animais, o WS foi ressuspenso em &4gua destilada e
administrado nas doses de 20, 50 e 100 mg/kg por via oral (gavagem), durante 10 dias

consecutivos conforme protocolo experimental item 3.1.

3.4-CULTURA CLONAL DE PRECURSORES HEMATOPOIETICOS DE
MEDULA OSSEA E BACO DE CAMUNDONGOS (CFU-C)

Para enumerar estas células clonogénicas é importante que todas as células
multipotenciais presentes na cultura sejam induzidas a proliferar e que as condicdes de
cultura sejam ajustadas para se evitar um nimero exagerado de colonias em cada placa de
petri com consequente superposi¢cdo das mesmas, de modo a permitir a identificacdo de
cada colonia. Também € importante que o fator estimulador de crescimento (SCM) seja
utilizado em concentragdes supramdximas. Além disso, a escolha do soro bovino fetal deve

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

Remocao da Medula éssea dos Animais

ApO6s sacrificar o animal através do deslocamento cervical, limpou-se a pele
com dlcool 70%. Apés exposicdo do fémur removeu-se a cartilagem sobre o orificio na

extremidade distal e cortou-se 0 0sso na jun¢ao superior.
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A medula 6ssea foi transferida com o auxilio de agulha e seringa para um tubo

contendo 5 mL de meio de cultura RPMI (Cultilab).

O ntimero de células na suspensdo foi contado em cadmara hemacitométrica
ap6s diluicdo (1:10) das células em eosina 1% e a concentracdo da suspensdo celular

ajustada para 1 x 10° células/mL.

Remocao do Baco dos Animais

Apo6s a retirada da medula dssea, realizou-se uma pequena incisdo na regiao
lateral esquerda da cavidade peritoneal e o bago foi removido com auxilio de uma pinga,
sendo em seguida lavado em solu¢do salina estéril e transferido para um tubo contendo 9
mL de meio RPMI-1640 (Cultilab). A seguir o baco dos animais serd macerado para

obtencdo de uma suspensao celular.

O nudmero de células na suspensdo foi contado em camara hemacitométrica
apo6s diluicdo (1:20) das células em azul de tripan 1% e a concentragdo da suspensao celular

ajustada para 2 x 10° células/mL.

Preparacio das Placas de Cultura da Medula Ossea e Baco em meio semi-
solido
Preparou-se o meio mais dgar (Bacto-dgar-Difco) o qual consistia de:

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

2x concentrado;
e 20% de soro bovino fetal (SBF);
e 50% de agar (0,6%) (concentragdo final 0,3%).

A seguir, adiciona-se ao meio o volume apropriado de células a 37°C.
Ressuspendeu-se as células e distribuiu-se volumes de 2 mL em cada placa de petri
(35 mm), ja contendo o estimulo apropriado. Deixou-se geleificar e incubou-se por 7 dias a
37°C em presenca de 5% de CO2. Apés este periodo contou-se o nimero de colOnias

formadas em microscépio de disseccdo com aumento de 40x.
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3.5-PREPARACAO DO MEIO CONDICIONADO DE CELULAS ESPLENICAS
(SCM)

Bacos de camundongos BALB/c foram removidos sob condi¢des assépticas e
passados delicadamente através de peneira de ago inoxiddvel estéril. Preparou-se uma
suspensdo com 2,0 x 10° células/mL em meio RPMI- 1640 (Sigma) contendo 10% de soro
humano inativado (30 min. a 56°C) ou 19% de soro fetal bovino. Adicionou-se ao meio 5,0
x 10” M de 2-mercaptoetanol (concentragdo final) e 0,05 mL de “ pokeweed mitogen “ por
mL de meio. Incuba-se por 7 dias a 37°C em estufa imida contendo 5% de CO2 no ar.
Centrifugou-se o sobrenadante e filtrou-se em filtros milipore. A atividade funcional do
CSF serd determinada através dos estimulos produzidos sobre o crescimento clonal de
células progenitoras hematopoiéticas em meio semi-sélido. A titulacdo deste lote de SCM
demonstrou que uma dilui¢do de até 1:4 forneceu resultados que estdo dentro dos niveis de
resposta supramdxima. Os resultados em duplicata da titulagdo realizada em cultura de 7
dias estdo apresentados na Tabela 1. O estudo morfolégico das coldnias apds coloragdo

indicou o predominio de coldnias de granuldcitos e macréfagos.

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

células de medula 6ssea de camundongos BALB/c*

DUILUICAO SCM CFU-GM*
1:1 109,2+4,2
1:2 10243,5
1:4 105,6+5,1
1:8 75,6%4,2
1:16 57,644,0
1:32 34,843,0
1:64 72412
1:168 0

*Nidmero de células da medula éssea utilizado=1 x 10° células/mL.

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

O sangue dos animais dos grupos experimentais, foi obtido do plexo ocular,
sendo separados em “pools”, centrifugado para obten¢do do soro e armazenado a — 20°C. A
presenca de fatores estimuladores de colonias no soro dos animais em questdo foi
determinada pela sua capacidade promotora do crescimento e diferenciacdo de precursores

hematopoéticos da medula dssea de animais normais.

A atividade estimuladora de coldnias foi expressa em unidades por mL e
determinada a partir da curva de titulacdo do meio condicionado de células esplénicas. De
acordo com Van Den Engh e Bol (1975), a menor concentracdo capaz de estimular o

crescimento de clones é considerada como 1 unidade de CSF (Figura 2).
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Figura 2-Curva de capacidade estimuladora do crescimento de colOnias

expressa em unidades.
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3.7-EFEITO DIRETO DO EXTRATO DE WITHANIA SOMNIFERA SOBRE OS
PROGENITORES HEMATOPOETICOS DE GRANULOCITOS-
MACROFAGOS DA MEDULA OSSEA DE ANIMAIS NORMAIS

O extrato de Withania somnifera foi diluido em salina/DMSO 0,1%. Diferentes
concentracdes, 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL, num volume final de 100 pL, foram
adicionadas em culturas progenitoras de medula dssea de animais normais. Culturas
controle receberam somente o solvente da droga. O fator estimulante de colonias para
granuldcitos-macréfagos (rmGM-CSF) foi fornecido por Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). O rmGM-CSF € um 4cido glicoprotéico com peso molecular de 22 KDa expresso em
fator recombinante Escherichia coli. A formacdo de colonias foi estimulada por inclusdao
nas culturas de 0,5 ng/mL de GM-CSF quando 1 x 10° células da medula éssea foram
cultivadas em 1 mL de 4gar. Esta concentracio de rmGM-CSF foi determinada por uma
curva linear de dose-resposta realizada em nosso laboratério antes do inicio dos

experimentos (figura 3).
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Figura 3-Curva linear de padronizagdo de rmGM-CSF. A formacdo de colonias foi
estimulada por inclusdo nas culturas de 0,5 ng/mL. de rmGM-CSF quando 1 x

10° células da medula Gssea foram cultivadas em 1 mL de dgar.
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Figura 4-Fotomicrografia de uma colonia de células progenitoras hematopoéticas da
medula 6ssea (CFU-C) de animal normal. A colonia foi fixada com
glutaraldeido (2,5%) e corada com Luxol Fast Blue/hematoxilina. Aumento

20X.

3.8-PESO DO BACO DOS ANIMAIS SUBMETIDOS AOS REFERIDOS
TRATAMENTOS

Ap6s remogdo do bago (ver se¢do 3.4), seu peso foi mensurado em miligramas

para posterior andlise.

3.9-0BTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO BACO E CULTURA
DAS CELULAS ESPLENICAS

A capacidade proliferativa de linfécitos € uma prova que avalia as propriedades
funcionais dos linfécitos de acordo com a sua resposta in vitro a mitégenos, como a
concanavalina A (Con A; Sigma Chemical Co, USA). Nesta prova ¢é verificada a
competéncia funcional dos linfécitos e ndo o seu nimero, determinando desta forma a

resposta imunoldgica, através do método de reducgdo do tetrazolium.
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Obtencao das Células Mononucleares do Baco

Os bagos de camundongos foram coletados assepticamente e homogeneizados,
com auxilio de um macerador, utilizando-se meio RPMI-1640 (Cultilab). As células
mononucleares foram obtidas adicionando-se tampao de lise (NH4Cl 0,85% - Tris 15 mM,
pH7,2) ao botdo celular previamente concentrado. Apds 3 lavagens com meio RPMI, as
células foram ajustadas a uma concentracdo de 1 x 10° células/mL em meio RPMI-1640
(Sigma Chemical Co, USA) suplementado com 5% de soro bovino fetal, penicilina

(100 pg), hepes 25 mM, 2-mercaptoetanol (1:100) e glutamina (216 mg/mL).

Transformacao Blastica de Linfocitos

Nos orificios da placa de microcultura de 96 orificios foram adicionados 200
pL da suspensdo celular (item 3.8.1) enriquecida com 5% de SBF e 10 pl de solucdo de
Con A (concentracgdo final de 2,5 pg/mL). Concomitantemente foram incubadas células de
cada amostra sem Con A. O ensaio foi realizado em triplicata para cada animal. As placas
foram mantidas 72 horas em estufa imida a 37°C e 5% de CO,. Apds este periodo, a
solucdo de MTT (Kit — Boehringer Mannheim) foi adicionada e a placa de cultura foi
incubada por mais 4 horas. Logo apds, adicionou-se a solug@o solubilizante do MTT e

efetuou-se a leitura em ELISA a 570 nm.

3.10-OBTENCAO DO SOBRENADANTE DE CULTURAS DE CELULAS
ESPLENICAS DE CAMUNDONGOS PARA DOSAGEM DAS CITOCINAS
IL-1, IL-6, IL-10, IFN-y E TNF-a

Obtencao do Sobrenadante de Culturas de Células T Esplénicas

Para a dosagem da citocina foi utilizado o sobrenadante de culturas de células T
esplénicas. As suspensdes celulares utilizadas nestas culturas foram preparadas conforme
descrito no item 3.9.

Nos orificios da placa de cultura (24 wells) contendo 800 pL de meio
RPMI-1640 enriquecido com 5% de soro bovino fetal, penicilina (100 pg), hepes 25 mM,
2-mercaptoetanol (1:100) e glutamina (216 mg/mL) foram adicionados 200 pL da
suspensdo celular (1 x 10° células/mL) e 50 pL de Con A (concentracio final: 2,5 pg/mL).

A placa foi incubada em estufa imida contendo 5% de CO,, a 37°C. Apds 24 e 48 horas, 0s
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sobrenadantes correspondentes a cada amostra foram coletados dos orificios e armazenados
a -20°C para a dosagem das citocinas em estudo. Com o objetivo de verificar estimulagdo

espontanea, foram incubadas células de cada amostra na auséncia de estimulo (Con A).

Dosagem de Citocinas pelo Método Imunoenziméatico — ELISA de Captura

A dosagem das citocinas IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-10 foi realizada pelo
método imunoenzimdtico — ELISA de captura (Pharmingen, USA) utilizando-se os

seguintes Kits (BD OptEIA™ ELISA Set) :
e BD OptEIATM ELISA Set Mouse IL-1a (Catdlogo nimero 550347).
e BD OptEIATM ELISA Set Mouse IL-6 (Catdlogo nimero 555240).

e BD OptEIATM ELISA Set Mouse TNF-a (Mono/Mono) (Catdlogo nimero
555268).

e BD OptEIA™ ELISA Set Mouse IFN-y (Catilogo nimero 555138).
e BD OptEIA™ ELISA Set Mouse IL-10 (Catilogo nimero 555252).

Os sobrenadantes obtidos nas culturas foram colocados em microplacas de 96
orificios (NUNC- Maxisorp, DM) sensibilizadas adicionando-se 100uL dos anticorpos de
captura diluidos em tampdo PBS (pH 7,0) dos respectivos kits e incubou-se “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 reacdes inespecificas bloqueadas com 200
pL 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. Apds este periodo, as placas foram lavadas 4 vezes com
PBS/Tween e os anticorpos monoclonais anti-citocina de camundongo marcados com
biotina diluidos em PBS/SBF foram adicionados. Apds 1 hora de incubagdo a temperatura
ambiente, as placas foram lavadas 6 vezes com PBS/Tween. Adicionou-se 100 pLL de uma
solucdo de avidina-peroxidase (Sigma Chemical Co,USA) diluida em PBS/SBF (1:400 de

uma solucdo 1 mg/mL). Apds 30 minutos de incubacdo, adicionou-se 100 pL do substrato
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(10 uLL H,O; 30% e 5 mg de dihidrocloreto de o-fenilenodiamina (Sigma) em 10 mL de
tampao citrato, pH 4,35). Dihidrocloreto de o-fenilenodiamina é um cromégeno apropriado
para o uso em protocolos de ELISA que utilizam conjugados com peroxidases. Assim, a
enzima avidina-peroxidase atua sobre este substrato havendo formacio de um produto final
soluvel e de cor castanha. A formacdo do produto final foi lida espectrofotometricamente a
492 nm em um leitor de ELISA (Labsystem). Visto que a relagdo entre os valores de
absorbancia a 492 nm e as concentragdes padrdes de citocina presentes na solucdo descreve
uma funcdo linear, pode-se calcular a concentracdo de citocina presente na amostra. Os

resultados serdo expressos em pg/mL.

3.11-AVALIACAO DAS CELULAS “NATURAL KILLER” (NK)

Manutencao e preparo das células alvos

Para o ensaio de atividade das células Natural Killer (NK), as células alvo
utilizadas pertencem a linhagem tumoral YAC-1, linfoma de célula T origindrio A/SN
induzido pelo virus Moloney, adaptado para crescer em cultura liquida (Cikes, Friberg e
Klein, 1973). Esta linhagem celular cresce em suspensdo e € mantida em cultura continua

in vitro em meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF),

em estufa umida a 37°C e 5% de CO,.

Em relacdo ao ensaio de citotoxicidade, 5 x 10° células alvo foram lavadas duas
vezes com meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% SBF e ressuspendidas em
0,2 mL de SBF. Em seguida, as mesmas foram marcadas com 100 uCi de Na, *'CrOy4 por
um periodo de 90 minutos a 37°C sob agitacdo periddica. Novamente, lavou-se e
ressuspendeu-se as células em meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% de SBF

e ajustou-se a concentragdo de 1 x 10° células por mL.

Células efetoras esplénicas

Vinte e quatro horas apds a inoculagdo do tumor ascitico de Ehrlich, bagos de
camundongos foram coletados assepticamente e homogeneizados utilizando-se meio
RPMI-1640. As células mononucleares foram separadas em gradiente ficoll-hypaque

(d=1,089), lavadas e ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI-1640 completo
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suplementado com 10% de SBF e incubadas em placa de petri de plastico (100x20 mm) por
2h em estufa imida a 37°C e 5% de CO,. Apos este periodo, as células ndo aderentes
(sobrenadante) foram cuidadosamente aspiradas da placa, lavadas e ressuspendidas em 10
mL de meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% de SBF, ajustando-se a
concentracdo para 5 x 10° células por mL. A atividade citotéxica das células NK foi

avaliada contra as células alvo YAC-1 em ensaio de liberacdo de Cr .

Ensaio de liberaciio de >'Cr

Em microplacas de cultura (Corning — 96 wells) foram adicionados 100uL da
suspensdo de células efetoras, efetuando-se diluicdes seriadas em triplicatas, e com reserva
de trés orificios para a lise espontanea (100 puL. de SBF ou meio de cultura).

A seguir, a placa foi centrifugada por 10 minutos a 1500 rpm e 100pL do
sobrenadante foram transferidos para tubos plésticos. A leitura foi realizada em contador

gama e os resultados expressos em porcentagem de lise especifica.

Porcentagem de lise especifica = lise teste — lise espontinea

lise maxima - lise espontanea

3.12-PRESENCA DE MICRONUCLEOS DE ERITROCITOS DA MEDULA OSSEA
DE CAMUNDONGOS BALB/C

O ensaio do micronucleo das células da medula 6ssea de camundongos Balb/c
foi realizado de acordo com o protocolo descrito por MacGregor et al. (1987). O nimero de
células micronucleadas foram contadas em 1000 eritrécitos policromdticos por animal. As
laminas foram analisadas usando microscopio Optico de imersao 100 vezes.

A porcentagem de redugdo na frequéncia de micronicleo (Mni), foi calculada
de acordo com Manoharan e Banerjee (1985) e Waters et al. (1990), através da seguinte
férmula:

Reducao (%) = frequéncia de Mni em A — frequéncia de Mni em B x 100

frequéncia de Mni em A — frequéncia de Mni em C

Material e Métodos
52



onde A € o grupo tratado (i.p.) com 200 mg/Kg de ciclofosfamida (controle positivo); B € o
grupo tratado com diferentes doses (20, 50 ou 100 mg/Kg) Withania somnifera por 10 dias
consecutivos e 200 mg/Kg de ciclofosfamida; e C é o grupo tratado com 0,9% de NaCl

(controle negativo).

3.13-AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DE WITHANIA
SOMNIFERA ATRAVES DO METODO DE REDUCAO DO TETRAZOLIUM
(MTT)

Neste teste, tanto a proliferacdo como a citotoxicidade celulares podem ser
avaliadas através de um sistema de oxi-redu¢do mitocondrial. Desta forma, o tetrazolium é
reduzido através das células vidveis, formando o sal de formazan, o qual deverd ser
solubilizado para a leitura das células vidveis através de ELISA a 570 nm (absorbancia

maxima).

Procedimento

As células da linhagem celular HL-60, K-562 e Molt-4 foram incubadas com 6
diferentes concentracdes do extrato em estudo. A seguir, as mesmas foram incubadas em
estufa imida com 5% de CO; no ar, por 4 dias. Apds este periodo, a solucdo de MTT (Kit —
Boehringer Mannheim) foi adicionada e a placa de cultura foi incubada por mais 4 horas.
Logo ap6s, adicionou-se a solucdo solubilizante do MTT e efetuou-se a leitura em ELISA a

570 nm e a citotoxicidade celular do extrato em estudo foi calculada da seguinte maneira:

Células viaveis = Absorbancia por well x 100

Média da absorbancia do controle

A concentragdo letal 50% (CL50) foi definida como a concentra¢do da droga
que resulta em 50% de sobrevivéncia. A qual foi derivada de uma curva dose-resposta

(Mosmann, 1983).
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3.14-REALIZACAO DA CURVA DE SOBREVIDA

Com o intuito de observar uma possivel protecdo dos animais tratados com o
WS realizou-se uma curva de sobrevida. Foram considerados quatro grupos experimentais:
animais controles e portadores de TAE, animais tratados com WS nas doses de 20, 100 ou
100 mg/kg por 10 dias consecutivos, sendo inoculados com 6 x 10° células/animal de TAE

2 horas antes do inicio do tratamento com WS.

3.15-METODOS ESTATISTICOS

Para a avaliacdo das varidveis CFU-GM utilizou-se andlise de variancia.
Quando detectado diferencas estatisticas entre os grupos utiliza-se o teste de contraste de
Tukey. Para a avaliacdo das varidveis IL-1, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a foram verificadas
utilizando-se ANOVA de Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon. Para a curva de
sobrevida dos gupos portadores de TAE, e os grupos inoculados com TAE e tratados
utilizou-se o teste Log-rank. Para todos os grupos considerou-se estatisticamente

significativos quando P<0,05.

Material e Métodos
54



4- RESULTADOS




4.1-EFEITOS DO EXTRATO DE WITHANIA SOMNIFERA SOBRE O NUMERO
DE PROGENITORES HEMATOPOETICOS PARA GRANULOCITOS-
MACROFAGOS DA MEDULA OSSEA E DO BACO (CFU-GM)

Os efeitos da administracdo do extrato de Withania somnifera por 10 dias
consecutivos, nas doses de 20, 50 ou 100 mg/kg, sobre o nimero de CFU-GM da medula
Ossea de animais normais e inoculados com TAE estdo apresentados na figura 5 (tabela 4 -
apéndice). Em animais normais, a dose de 100 mg/kg aumentou o nimero de CFU-GM da
medula 6ssea (P<0,01, ANOVA, Teste de Tukey) sem produzir alteracdes no nimero de

coldnias esplénicas (figura 6, tabela 5 — apéndice).

Nos animais portadores do TAE, a mielossupressao induzida por este modelo
tumoral e expressa através de drastica reducdo no nimero de CFU-GM (P<0,01, ANOVA,
Teste de Tukey), foi restaurada a valores normais apds tratamento com as doses de 20 e 50
mg/kg Withania somnifera (figura 5, tabela 4 — apéndice). Um maior nimero de colonias
em relacdo ao controle foi produzido com a dose de 100 mg/kg (P<0,001, ANOVA, Teste
de Tukey). Em relagdo a hematopoese extramedular (figura 6, tabela 5 — apéndice), o TAE
produz um aumento expressivo no nimero de CFU-GM do bago, quando comparado ao
grupo controle (P<0,001, ANOVA, Teste de Tukey). O tratamento destes animais com WS
reduziu significativamente o nimero de colonias esplénicas em todos os grupos avaliados
(P<0,001, ANOVA, Teste Tukey), Figura 6, tabela 5. Entretanto, a dose de 20 mg/kg do
grupo inoculado com TAE produziu uma redugdo significativa no niimero de col6nias do
baco quando comparado ao grupo apenas inoculado com TAE, e produziu aumento
significativo no nidmero de colonias quando comparado ao grupo controle (P<0,001,

ANOVA, Teste de Tukey).

Além disso, nos animais inoculados com TAE e tratados com 100 mg/kg de
WS, o aspecto das coldnias produzidas € similar as colonias produzidas por animais

normais, com nucleo denso e maiores (figura 7).
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Figura 5-Unidades formadoras de colonias de granuldcitos-macréfagos (CFU-GM)

da medula 6ssea de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e
tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e
100 mg/kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h
apdés o término do tratamento. Os grupos controles receberam somente
diluente da droga. ANOVA, Teste de Tukey. *P<0,001 comparado ao
controle; bP<0,001 comparado ao grupo inoculado com TAE; ‘P<0,001

comparado aos grupos tratados com as dose de 20 e 50 mg/kg.
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Figura 6-Unidades formadoras de colonias de granuldcitos-macréfagos (CFU-GM)

do bago de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg)
por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o término
do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga.
ANOVA, Teste de Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; bP<0,001
comparado ao grupo inoculado com TAE; “P<0,001 comparado aos grupos

tratados com as doses de 50 e 100 mg/kg.
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Figura 7-Fotomicrografia de uma coldnia de CFU-GM (a) de animal portador do TAE e
tratado com 100 mg/Kg de WS, por 10 dias consecutivos e (b) de animal portador
do TAE tratado com diluente da droga, por 10 dias consecutivos. As colOnias
foram fixadas com glutaraldeido (2,5%) e coradas com Luxol Fast

Blue/hematoxilina. Aumento de 20X.

4.2-EFEITO DO EXTRATO DE WITHANIA SOMNIFERA SOBRE A PRODUCAO
DE FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS (CSFS)

A avaliagdo da presenca de fatores estimuladores de colonias (CSFs) no soro de
animais normais apresentou pequena atividade estimuladora de coldnias (figura 8, tabela 6 -
apéndice). J4, o tratamento com diferentes doses (20, 50 e 100 mg/kg) do extrato de WS
produziu um aumento nestes fatores, uma vez que a concentracdo dos mesmos aumentou
significativamente em relacdo aos animais normais (P<0,001 — ANOVA, Teste de Tukey).
Este aumento na concentragdo de fatores estimuladores de colonias em relagdo ao grupo
controle foi ainda mais evidente no grupo de animais apenas inoculados com TAE
(P<0,001 — ANOVA, Teste de Tukey). Nos grupos inoculados com TAE e tratados com as
3 doses (20, 50 e 100 mg/kg) de WS a produgdo de fatores estimuladores de colonias foi
similar ao grupo apenas inoculado com TAE (P<0,001 — ANOVA, Teste de Tukey).
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Figura 8-Efeitos do soro de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e
tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/kg) por 10 dias consecutivos diretamente sobre a cultura de células
progenitoras da medula 6ssea de animais normais. Os animais foram
sacrificados 24 h apds o término do tratamento. Os grupos controles receberam
somente diluente da droga. ANOVA, Teste de Tukey. *P<0,001 comparado ao

controle; "P<0,001 comparado ao grupo inoculado com TAE.

4.3-EFEITOS IN VITRO DO EXTRATO DE WITHANIA SOMNIFERA SOBRE O
CRESCIMENTO E DIFERENCIACAO DE PRECURSORES
HEMATOPOETICOS DE GRANULOCITOS-MACROFAGOS DA MEDULA
OSSEA DE ANIMAIS NORMAIS

Nenhuma alteracao foi observada no crescimento de coldnias apds incubacao de
células progenitoras normais da medula 6ssea com 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL de

extrato de WS, na auséncia ou presenca do rmGM-CSF (tabela 2).
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Tabela 2-Efeitos in vitro do extrato de Withania somnifera sobre o crescimento e
diferenciagdo de precursores hematopoéticos de granuldcitos-macréfagos da

medula dssea de animais normais

CFU-GM*
Concentracoes Withania somnifera + 0,5 ng/mL de rmGM-
Withania somnifera CSF
12,5 ng/mL 02+2,0 99+4,0
25 pg/mL 02+2,0 99+4.0
50 pg/mL 03+1,0 100£3,0
100 pg/mL 04+1,0 10043,0
200 pg/mL 04+1,0 102+£2,0
Controle* 04+2,0
rmGM-CSF 89+2,0
Controle*

Unidades formadoras de col6nias de granuldcitos-macréfagos incubadas com
diferentes concentragdes do extrato de Withania somnifera, na auséncia ou presenga de 0, 5
ng/mL de rmGM-CSF (volume final de 0,1 mL). As solu¢des de WS foram preparadas em
solugdo salina/DMSO 0,1%.

*Médias das coldnias contadas+desvio padrio de trés experimentos.
+M¢édias dos controles que receberam um volume igual de diluente.

#Médias dos controles que receberam 0,5 ng/mL de rmGM-CSF.

4.4-PESO DO BACO DOS ANIMAIS SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM
EXTRATO DE WITHANIA SOMNIFERA

Os resultados obtidos nesta avaliagdo estdo apresentados na figura 9
(tabela 7 -apéndice).

O peso dos bagos dos animais apenas tratados com 20, 50 e 100 mg/kg de WS
ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle (P<0,001 —

ANOVA, Teste de Tukey).
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No grupo apenas inoculado com TAE observou-se um aumento significativo no
peso do 6rgdo em relacdo ao controle (P<0,001 — ANOVA, Teste de Tukey). Entretanto,
quando os animais foram tratados com as doses de 20, 50 e 100 mg/kg, houve uma redugao

no peso do bago, atingindo pesos similares aos dos controles.
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Figura 9-Peso do baco de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por
10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apés o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. ANOVA,
Teste de Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; Pp<0,001 comparado ao grupo

inoculado com TAE.
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4.5-EFEITOS DO EXTRATO DE WITHANIA SOMNIFERA SOBRE A RESPOSTA
PROLIFERATIVA DE CELULAS ESPLENICAS

Os efeitos da administracdo de 20, 50 e 100 mg/kg de WS por 10 dias
consecutivos na transformacdo blastica de linfdcitos provenientes do bago de animais
inoculados com TAE estdo apresentados na figura 10 (tabela 8 — apéndice). Uma inibi¢do
estatisticamente significativa (P<0,001 — ANOVA - Teste de Tukey) na resposta
proliferativa das células esplénicas a concanavalina A (Spg/mL) foi obtida para os animais
portadores de tumor. Entretanto, uma reversdo deste efeito foi observada nos animais
tratados com 50 e 100 mg/Kg de WS, cuja resposta ao estimulo foi maior que aquela
observada em camundongos normais na dose de 100 mg/kg. Por outro lado, neste ensaio
ndo foram observadas diferencas na atividade funcional de linfécitos provenientes de
camundongos normais tratados com a dose de 20 mg/kg do extrato da planta (Figura 10,
tabela 8 - apéndice). Os animais inoculados com TAE e tratados com as doses de 50 e 100
mg/kg de WS apresentaram um aumento significativo na proliferacdo destas células,
quando comparados ao grupo apenas inoculado com TAE (P<0,001 — ANOVA — Teste de
Tukey).
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Figura 10-Resposta proliferativa das células esplénicas de animais inoculados com TAE
(6 x 10° células/animal) e tratados com diferentes doses do extrato de Withania
somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram
sacrificados 24 h apds o término do tratamento. Os grupos controles receberam
somente diluente da droga. ANOVA, Teste de Tukey. ?P<0,001 comparado ao

controle; bP<0,001 comparado ao inoculado com TAE.
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4.6-EFEITOS DO EXTRATO DE WITHANIA SOMNIFERA SOBRE OS NIVEIS
DAS CITOCINAS IL-1, IL-6, IL-10, IFN-y E TNF-a

A producio de citocinas foi avaliada em animais inoculados e/ou tratados com
diferentes doses do extrato de WS (20, 50 ou 100 mg/kg) por 10 dias. As avalia¢des foram
realizadas no sobrenadante de culturas de células esplénicas estimuladas com ConA por 24

e 48 horas. Os resultados estdo representados na figura 11-20 (tabelas 9-18 - apéndice).

A avaliacdo dos niveis de IL-1 (figuras 11 e 12, tabelas 9 e 10 - apéndice)
revelou que a administragdo das 3 doses por 10 dias consecutivos em animais normais
produziu um aumento significativo nos niveis de secrecio desta citocina 24 e 48 horas ap0os
a incubacdo das células esplénicas. Nos animais inoculados com TAE nenhuma altera¢do
nos niveis de IL-1 foi observada em relacdo ao grupo controle. No entanto, o tratamento
desses animais com as doses de 50 e 100 mg/kg de WS aumentou a produgio desta citocina

nos dois periodos de incubagdo das células esplénicas (24 e 48 horas).

Os resultados obtidos para a producdo de IL-6 (figuras 13 e 14, tabelas 11 e 12 -
apéndice) demonstraram haver uma redugdo significativa na secrec@o desta citocina apos
inoculagdo do TAE no periodo de 24 horas de incubagdo. Niveis basais foram detectados
apods 48 horas de incubacdo dessas células. Todavia, niveis estatisticamente mais elevados
de IL-6 em relacdo aos niveis observados em animais somente inoculados com TAE foram
determinados no sobrenadante de células provenientes de camundongos com tumor e
tratados com todas as doses de WS (20, 50 e 100 mg/kg) em ambos os periodos estudados.
Este mesmo efeito foi observado para animais normais tratados com 50 e 100 mg/kg de

WS, enquanto a dose de 20 mg/kg ndo produziu nenhuma alteracao neste parametro.

Os niveis da citocina TNF-a no sobrenadante das culturas de células
provenientes de animais apenas inoculados com TAE ndo foram alterados nas 24 horas,
enquanto que no periodo de 48 horas houve uma reducdo significativa em relagdo ao grupo
controle (P<0,001 — ANOVA de Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon) (figuras
15 e 16, tabelas 13 e 14 — apéndice). Os niveis de TNF-a nos animais tratados com a dose
de 100 mg/kg apresentaram-se elevados em relagdo ao controle 24 horas apds a incubagdo
das células, enquanto as doses de 20 e 50 mg/kg ndo apresentaram alteracdo. Da mesma

forma, em 48 horas pudemos observar niveis elevados desta citocina com as doses de 20,
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50 e 100 mg/kg. O sobrenadante de animais inoculados com TAE e tratados com a dose de
100 mg/kg de WS, coletado apds 24 horas de cultura, apresentou um aumento significativo
desta citocina em relagdo aos grupos controle e apenas inoculado com tumor. No entanto,
48 horas ap6s incubacdo, todos os grupos inoculados com TAE e tratados com as 3 doses
de WS revelaram um aumento de TNF-a em relagido ao grupo apenas inoculado (figuras 15

e 16, tabelas 13 e 14 — apéndice).

Um aumento pronunciado (P<0,001) nos niveis de IL-10 foi observado nos
animais inoculados com TAE em 24 e 48 horas de incubacio (figuras 17 e 18, tabelas 15 e
16 - apéndice). Nenhuma alteracdo foi observada nos animais tratados com as 3 doses de
WS (20, 50 e 100 mg/kg). Por outro lado, 24 horas apds a incubacd@o, observou-se uma
reducdo significativa (P<0,001) na produgdo desta citocina nas 3 doses de WS. Em 48
horas, observou-se que nos animais inoculados com TAE, as doses de 20 e 100 mg/kg

demonstraram redugdo do nivel de IL-10 em comparagdo ao grupo apenas inoculado.

Em relacdo aos niveis de IFN-y, observamos uma redugdo significativa nos
niveis desta citocina nos animais apenas inoculados com TAE em 24 e 48 horas de
incubagdo. Houve uma reversao deste quadro quando os animais foram tratados com as
doses de 20, 50 e 100 mg/kg, nos periodos de 24 e 48 horas (figuras 19 e 20, tabelas 17 e
18 - apéndice). Nos animais nio inoculados e tratados com 20 e 50 mg/kg, 24 horas,
observou-se uma redu¢do no nivel desta citocina, enquanto um aumento no nivel dessa
citocina com 100 mg/kg foi detectado. J4 em 48 horas, nenhuma alteragdo foi observada

nos animais tratados com as 3 doses da planta.

Sumariamente, podemos concluir que a dose de 100 mg/kg de WS promove um
aumento dos niveis de producéo da citocina IFN-y e das citocinas pro-inflamatérias IL-1,
IL-6 e TNF-a , reduzindo o nivel de IL-10, mostrando-se efetiva nos dois periodos (24 e 48

horas) de incubagdo das células esplénicas.
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Figura 11-Concentracdo de IL-1 determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por
10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apés o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 24 h apds incubagdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon. *P<0,001 comparado ao

controle; "P<0,001 comparado ao grupo inoculado com TAE.
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Figura 12-Concentragdo de IL-1 determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por
10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 48 h apds incubacdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon. *P<0,001 comparado ao

controle; "P<0,001 comparado ao grupo inoculado com TAE.
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Figura 13-Concentragdo de IL-6 determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e tratados com
diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/Kg) por 10
dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 24 h apds incubacdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon.. *P<0,001 comparado ao

controle; bp< 0,001comparado ao inoculado com TAE.
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Figura 14-Concentragdo de IL-6 determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e tratados com
diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/Kg) por 10
dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apés o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 48 h apds incubacdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon.. *P<0,001 comparado ao

controle; "P<0,001comparado ao inoculado com TAE.
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Figura 15-Concentracdo de TNF-a determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por
10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apés o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 24 h apds incubagdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon. *P<0,01 comparado ao

controle; "P<0,001comparado ao grupo inoculado com TAE.
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Figura 16-Concentracio de TNF-a determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por
10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 48 h apds incubacdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon *P<0,01 comparado ao controle;

®P<0,001comparado ao grupo inoculado com TAE.
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Figura 17-Concentracdo de IL-10 determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por
10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apés o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 24 h apds incubacdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon. *P<0,001 comparado ao

controle; "P<0,001comparado ao grupo inoculado com TAE.
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Figura 18-Concentracdo de IL-10 determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por
10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apés o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 48 h apds incubagdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon. *P<0,001 comparado ao

controle; "P< 0,001comparado ao grupo inoculado com TAE.
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Figura 19-Concentracdo de INF-y determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por
10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apés o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 24 h apds incubagdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon. *P<0,001 comparado ao

controle; "P<0,001 comparado ao inoculado com TAE.
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Figura 20-Concentragdo de INF-y determinada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas de animais inoculados com TAE (6 x 10° células/animal) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/kg) por
10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apés o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 48 h apds incubagdo. ANOVA de
Kruskal-Wallis e teste a posteriori de Wilcoxon. *P<0,001 comparado ao

controle; bp< 0,001 comparado ao inoculado com TAE.

4.7-EFEITOS DO EXTRATO DE WITHANIA SOMNIFERA SOBRE A ATIVIDADE
DE CELULAS “NATURAL KILLER”

Na figura 21, tabela 20 estd apresentada as alteracdes produzidas na atividade
das células NK esplénicas em camundongos, durante o desenvolvimento do TAE. A
capacidade citotoxica destas células foi avaliada utilizando-se as células YAC-1 como
células alvo e na propor¢ao de 50:1 de células efetoras:células alvo. A atividade encontrada

para estas células no 11° dia apds a inoculacdo tumoral foi estatisticamente menor aquela
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obtida para animais controles (P<0,001). O tratamento destes animais por 10 dias
consecutivos com as doses de 50 e 100 mg/kg de WS reverteu a diminui¢do da atividade
destas células, comparado ao grupo inoculado com TAE. A administracdo do extrato de
WS aos animais normais produziu um aumento dose-dependente na atividade funcional
destas células, sendo estatisticamente significativo para as dose de 50 e 100 mg/kg de

extrato (P<0,001).

Especificidade de lise (%)

nao-inoculado inoculado

" controle ®"TA ® 20 mg/kg ''50 mg/kg " 100 mg/kg

Figura 21-Atividade de células NK em animais inoculados com TAE (6 x 10°
células/animal) e tratados com diferentes doses do extrato de Withania
somnifera (20, 50 e 100 mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram
sacrificados 24 h apdés o término do tratamento. Os grupos controles
receberam somente diluente da droga. ANOVA, Teste de Tukey. *P<0,001

comparado ao controle; "P<0,01 comparado ao grupo inoculado com TAE.
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4.8-EFEITOS DO EXTRATO DE WITHANIA SOMNIFERA SOBRE A
FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS DE ERITROCITOS (MNPCES) DA
MEDULA OSSEA INDUZIDO POR CICLOFOSFAMIDA (CP)

A tabela 3 mostra a frequéncia de micronucleos em eritrécitos (MNPCEs)
policrométicos de camundongos tratados com diferentes doses do extrato de WS (20, 50 e
100 mg/kg) por 10 dias, e/ou com 200 mg/kg de ciclofosfamida (CP) durante 2 dias
consecutivos. CP sozinha induziu um aumento estatisticamente significativo na frequéncia
de microntcleos (P<0,001 — ANOVA, teste de Chi-quadrado), comparado ao grupo
controle negativo (0,9% NaCl). Quando os animais inoculados com CP foram tratados com
20, 50 e 100 mg/kg de extrato de WS, observou-se redugdes significativas de 39,30; 59,70 e
70,65%, respectivamente na frequéncia de micronticleos de eritrdcitos (P<0,001). Por outro
lado, ndo houve diferenca significativa entre a frequéncia de micronucleos de eritrécitos da
medula éssea de animais apenas tratados com as diferentes doses do extrato e de animais

controles (0,9% de NaCl).

Tabela 3-Efeitos do extrato de Withania somnifera sobre a frequéncia de microndcleos de

eritrécitos (MNPCEs) da medula éssea induzido por ciclofosfamida (CP)

Tratamento N° de céls. MNPCEs Reducio (%)
analisadas N° %0
Controle negativo (0,9%NaCl) 10.000 23 0,23
Controle positivo 10.000 201 2,01
(200 mg/Kg CP)

Withania somnifera

20 mg/kg + CP 10.000 122 1,22% 39,30
50 mg/kg + CP 10.000 81 0,81°% 59,70
100 mg/kg + CP 10.000 59 0,59%* 70,65

Withania somnifera

20 mg/kg 10.000 30 0,30
50 mg/kg 10.000 29 0,29
100 mg/kg 10.000 22 0,22

*P<0,001 teste Chi-quadrado.
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49-AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DE WITHANIA
SOMNIFERA ATRAVES DO METODO DE REDUCAO DO TETRAZOLIUM
(MTT)

A figura 22 apresenta os resultados da avaliacdo da citotoxicidade do extrato de
WS sobre as linhagens celulares leucémicas humanas (HL-60, K-562 e MOLT-4). Podemos
observar que o extrato de WS foi citotéxico sobre a linhagem HL-60 apenas na
concentracdo de 200 mg/mL. Quanto a linhagem K-562, pudemos observar que o extrato da

planta foi efetivo nas concentracdes de 50, 100 e 200 mg/Kg.

Por outro lado, a linhagem leucémica MOLT-4 mostrou-se mais sensivel ao
extrato de WS nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 mg/mL. Desta maneira, podemos
concluir que a planta possui umma acio direta sobre células tumorais como as testadas

nestes estudos.
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Figura 22-Avaliacdo da citotoxicidade do extrato de WS nas concentracdes de 6,25; 12,5;

25; 50; 100 e 200 mg/mL sobre as linhagens leucémicas HL-60, K-562 e

MOLT-4, a, b e ¢ respectivamente. Os resultados representam as médias das

triplicatas e os desvios-padroes.
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4.10-SOBREVIDA DE ANIMAIS INOCULADOS COM TAE E TRATADOS COM
WITHANIA SOMNIFERA

A sobrevida de animais inoculados com TAE e tratados com de 20, 50 ou
100mg/kg do extrato de Withania somnifera por 10 dias estdo representados na figura 23.
Todos os animais portadores de tumor ndo tratados morreramm até o 20° dia de observacao,
enquanto que, o tratamento com 20, 50 e 100 mg/kg de WS aumentou significativamente

(P<0,01) a sobrevida destes animais para 30, 35 e 40 dias, respectivamente.

wd
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Figura 23-Sobrevida de animais inoculados com tumor de Ehrlich e tratados com Withania
somnifera. Os animais foram tratados com doses de 20, 50 e 100 mg/kg por via
oral (gavagem), por 10 dias apds inoculagcdo intraperitoneal de 6 x 10°
células/animal. Os animais controle receberam apenas diluente. Grupos de 24
animais foram observados diariamente durante 30 dias. P<0,01, comparado com

o grupo portador de tumor (controle) (Kaplan-Meier, Log-rank).
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A modulagdo do sistema imunolégico € complexa e envolve a presenca de
células efetoras e reguladoras, e alteracdes neste sistema podem resultar em patogénese
(Steven et al., 1985; Davis e Kuttan, 2000). A imunossupressdo € o principal efeito
colateral descrito nas terapias convencionais do cancer, como a radioterapia e
quimioterapia. Estudos em nosso laboratério t€ém demonstrado efeitos imunomoduladores
da medula 6ssea de camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich e tratados com
extratos de diferentes plantas e compostos (Chlorella vulgaris, Pluchea quitoc, MAPA e
titanocenos) (Justo er al., 2000 e 2001; Queiroz et al., 2001; Valadares et al., 2002).
Resultados similares foram descritos na literatura com o extrato de W. somnifera, uma
planta bastante usada na medicina tradicional da India e objeto de estudo desta tese, com
propriedades antiseratogé€nicas, adaptogé€nicas, anticancerigenas, também com efeitos
benéficos no tratamento de problemas geriatricos, artrite e estresse (Davis e Kuttan, 2000;
Majeed et al., 2000). Estes estudos demonstraram aumento na contagem de células
sanguineas e da medula Ossea, aumento da estimulacio da atividade fagocitiria de

macréfagos, indicando atividade estimuladora da planta sobre o sistema hematopoético

(Davis e Kuttan, 2000; Majeed et al., 2000).

Neste sentido, no modelo tumoral do tumor ascitico de Ehrlich utilizado nesta
tese, nossos resultados confirmaram a inibicdo no nimero de células formadoras de
colonias do tipo granuldcito-macréfago na medula Ossea. Entretanto, um efeito
mieloprotetor foi observado para o tratamento destes animais com doses de 20, 50 e 100
mg/kg de Withania somnifera. Além disso, a dose de 100 mg/kg levou a uma estimulacdo
adicional da mielopoese, acima dos valores normais tratados com esta mesma faixa de
doses de Withania sem produzir alteracdes no nimero de coldnias esplénicas. Em relacdo a
hematopoese extramedular, o TAE produziu um aumento expressivo no ndmero de
CFU-GM do bacgo, quando comparado ao grupo controle. O tratamento destes animais com
WS reduziu significativamente o nimero de colOnias esplénicas em todos os grupos

avaliados, restabelecendo valores normais com as doses de 50 e 100 mg/kg.

Os resultados obtidos referentes aos efeitos produzidos pelo TAE na
mielopoese sdo compativeis com evidéncias da literatura que apontam para a capacidade de
fatores soluveis, produzidos pelas células tumorais ou pela interagdo tumor-hospedeiro, de

redirecionar a atividade dos macréfagos favorecendo o desenvolvimento tumoral (Pessina
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et al., 1982a’b; Sokol e Hudson, 1983; Mclntosh e Thomson, 1984; Hardy e Balducci,
1985; Mclntosh et al., 1986; Parhar e Lala, 1988; Fecchio et al., 1990; Kobari et al., 1990;
Koo et al., 1992; Normann et al., 1991; Watson et al., 1991; Bonta e Ben-Efraim, 1993;
Murai et al., 1995; Segura et al., 1997; Elgert et al., 1998). Desta forma, um desequilibrio
nos mecanismos homeostaticos reguladores da mielopoese resultaria principalmente de
alteracdes no compartimento local das células peritoneais. Neste sentido, nossos resultados
fornecem evidéncia adicional a documentada capacidade do TAE de comprometer a
geracdo e competéncia funcional de macrofagos (Keeb e Lala, 1978; Pessina et al., 1982*°;

Parhar e Lala, 1988; Subiza et al., 1989; Fecchio et al., 1990%; Segura et al., 1997).

Esta bem estabelecido na literatura que células tumorais possuem a habilidade
de produzir continuamente fatores estimuladores de colonias (CSFs), assim como
receptores para estes CSFs (Subiza et al, 1989). As propriedades fisiologicas dos CSFs de
origem tumoral ndo estdo totalmente elucidadas, embora sejam reconhecidos efeitos locais
e sistémicos relacionados a presenca destes fatores. Os efeitos sistémicos incluem uma
diminuicdo na resposta blastogénica de linfécitos T a mitégenos, esplenomegalia associada
a hematopoese extramedular (esplénica) e desenvolvimento de células supressoras, as quais
pertencem a uma linhagem monocitica indiferenciada ou sdo macréfagos residentes no
baco com capacidade de secretar moléculas imunossupressoras. Em nivel local, os CSFs
podem agir de forma autdcrina promovendo o crescimento tumoral ou reduzindo a
tumorigenicidade através de estimulo na resposta imunolégica do hospedeiro (Dedhar et al.,
1988). Neste sentido, Ruiz de Moralles e colaboradores (1999), utilizando duas variantes de
células de Ehrlich, uma secretora de fator estimulador de granulécitos e macréfagos
(GM-CSF) e de fator estimulador de granuldcitos (G-CSF) e uma outra ndo secretora,
demonstraram que as alteragdes hematopoéticas encontradas neste modelo tumoral ndo
estdo restritas a capacidade das células de Ehrlich de produzir GM-CSF e G-CSF. Estes
autores sugerem que, embora ocorra producdo de CSFs neste modelo tumoral, as
quantidades secretadas in vitro sdo insuficientes para reduzir a tumorigenicidade. Os
autores sugerem ainda, que a presenca de fatores imunossupressores produzidos pelo TAE
se contrapdem a resposta imunoldgica apropriada e, desta forma, antagonizam os efeitos

dos CSFs (Ruiz de Moralles et al., 1999; Valadares et al., 2002).
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Estudos realizados em nosso laboratério e em outros (Keeb e Lala, 1978; Hardy
e Balducci, 1985; Valadares et al., 1998; Justo et al., 2000, 2001; Queiroz et al., 2001)
demonstraram que, durante o desenvolvimento do TAE ocorre drastica redu¢do no nimero
de CFU-GM, efeito este que concorre para a faléncia na defesa do hospedeiro. Neste
sentido, a reversdo destes efeitos apds o tratamento com extrato de WS (20, 50 e 100
mg/Kg), foi acompanhada de aumento na sobrevida dos animais portadores de tumor.
Portanto, com base no exposto, podemos afirmar que, a capacidade do extrato de WS de
induzir recuperacdo hematopoética constitui um dos mecanismos envolvidos no

desenvolvimento da eficdcia antitumoral desta planta.

A expansdo do tumor, associada a uma diminui¢do no nimero de CFU-GM da
medula dssea e a um progressivo aumento destes precursores no baco, tem sido atribuida
principalmente a fatores como migracdo de células da medula para o baco, depdsito de
substancias de origem tumoral no tecido hematopoético, as quais produzem bloqueio
funcional dos receptores de macrdéfagos estromais e de células progenitoras, e mais
recentemente, a presenca do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), o qual,
através da modulacdo da producdo de citocinas pelas células endoteliais, aumenta a
angiogénese tumoral e atua como promotor de um desequilibrio hematopoético similar ao
ocorrido durante a evolugdo temporal do TAE (Rahal ef al., 1992; Segura et al., 1997;
Elgert et al., 1998; Gabrilovich et al., 1998; Ruiz de Morales et al., 1999). Neste sentido,
nossas observacdes quanto a capacidade do extrato de WS reduzir o peso do baco e
normalizar o ndmero de CFU-GM neste o6rgdo sdo particularmente importantes,
considerando-se que alteracdes desta natureza parecem ser um fendmeno universal dos

processos malignos.

Evidéncias apontam para o papel de fatores inibitérios, tais como
prostaglandina E, (PGE,) e citocinas produzidas por macréfagos e pelas proprias células
tumorais, na mielossupressdo observada em animais portadores de tumores (Pessina et al.,
1982 Bonta e Ben-Efraim, 1993; Hamilton, 1993). Fecchio et al. (1990%) mostraram que a
inoculacdo intraperitoneal de células do TAE produz um aumento na liberacdo de PGE; e
um reduzido influxo inflamatério. Este aumento na producdo de PGE, pelos macréfagos
seria responsdvel também por inibir a proliferacdo de células T e bloquear a agdo

estimuladora do TNF-a nos macréfagos (Alleva et al., 1993a’b, Young et al., 1996).
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Adicionalmente, foi demonstrado que PGE, favorece a secrecdo de citocinas do tipo Th2
pela inibi¢do das citocinas associadas a subsérie Thl, IL-2 e IFN-y (Betz e Fox, 1991;
Hilkens et al., 1995). Um processo similar foi descrito para citocinas, como o TGF-f3 e
IL-6, produzidas principalmente pelas células tumorais, provocando um declinio a
producdo de IFN-y e TNF-a pelos macréfagos (Yamamoto et al., 1995; Elgert et al., 1998;
Segura et al., 2000). Além disso, Segura et al. (1997) mostraram a presenca de TGF-f nas
células do TAE, bem como no fluido ascitico dos animais inoculados. Outros autores, como
Pessina et al. (1982°) demonstraram que o sistema receptor de células precursoras
granulociticas-macrofégicas, de camundongos portadores do tumor de Ehrlich mostrou-se
mais sensivel aos fatores presentes no meio condicionado de células tumorais e também,
aos fatores inibitérios produzidos pelos macréfagos provenientes de camundongos
portadores de tumor. Ademais, o fluido ascitico de Ehrlich provocou uma reducdo na
proliferagdo e diferenciacdo de células da medula Ossea comprometidas com a série

granulocitica (Pessina et al., 1982b).

Desordens nos processos de maturagdo de macréfagos, comprometendo a
competéncia funcional destas células, estariam relacionadas a capacidade do hospedeiro de
eliminar tumores (Fecchio et al., 1990a’b; Zicari et al., 1992; Bonta e Ben-Efraim, 1993;
Barth e Morahan, 1994; Watson e Lopez, 1995). Portanto, € bastante provdvel que a
modulacdo da mielopoiese proporcianda pelo extrato da Withania somnifera, atuando
sinergicamente com outros fatores, como citocinas especificas, poderia resultar, em parte,
de uma plena ativacdo dos macréfagos contra as células do TAE, limitando a secrec@o de
moléculas inibitérias pelos macréfagos e, indiretamente, pelas células tumorais. Da mesma
forma, uma demanda aumentada por células funcionais na carcinogénese poderia ser
compensada pela estimulacdo causada pela planta na mielopoiese medular. A este respeito,
a dose de 100 mg/kg mostrou-se particularmente efetiva, proporcionando acentuada
modulacdo da mielopoese e uma maior porcentagem de sobrevida. Em conjunto, estas
informacdes sugerem que a capacidade de modular a mielopoese pode ter um papel
importante na atividade antitumoral do extrato de WS, cujo efeito estaria relacionado ao
nimero de macr6fagos disponiveis e a extensdo com que suas atividades funcionais sio

moduladas.
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Nosso resultados sobre a inibi¢do da capacidade proliferativa de linfécitos e da
atividade de células NK dos animais portadores do TAE corroboram evidéncias da
literatura, que consideram que o declinio na fun¢do imunolégica do hospedeiro, como uma
das principais consequéncias do crescimento tumoral, é parcialmente explicado por uma
diminuicdo na resposta de linfécitos T e células NK (Ruszala-Mallon et al., 1991;
Takahashi et al., 1992). Esta inibicdo parece estar relacionada a existéncia de populacdes
distintas de células supressoras no baco dos animais portadores de tumor, dentre elas as
mais estudadas s@o as células tumorais e os macréfagos e células T supressores, (Parhar e
Lala, 1985; 1988; Tada et al., 1991; Watson et al., 1991; Takahashi et al., 1992; Alleva et
al., 1994; Yamamoto et al., 1995; Young et al., 1996; Segura et al., 1997; Elgert et al.,
1998). Isto é compativel com a demonstracao da presenca de uma aumentada populagdo de
macréfagos supressores no baco de camundongos portadores de TAE, associada a uma
aumentada atividade hematopoética (Parhar e Lala, 1988; Subiza et al., 1989; Nelson et al.,
1990; Kumagai et al., 1995; Segura et al., 1997). Além disso, o crescimento tumoral estaria
associado, também, a um aumento na atividade de células supressoras naturais, cujo
fenétipo € distinto daquele observado para mondcitos e células T maduras (Subiza et al.,
1989; Young e Wright, 1992; Koyama e Fukao, 1994; Watson e Lopez, 1995; Young et al.,
1996; Justo et al., 2001).

Em animais portadores do TAE esta imunossupressio seria mediada
principalmente por macréfagos (Parhar e Lala, 1985, 1988; Lala et al., 1990; Nelson et al.,
1990). A este respeito, Segura et al. (1997) demonstraram uma diminuic¢ao na frequéncia de
linfécitos Th no bago durante o crescimento do TAE. O ntimero total de linfécitos T CD4"
expressando IFN-y ndo se alterou, enquanto que, o nimero de macréfagos esplénicos
aumentou. Ademais, TGF-B foi detectado nas células do TAE e também no fluido ascitico.
Como consequéncia, uma polarizacdo da resposta Th1/Th2 progressiva ocorre com o

desenvovlvimento tumoral (Gosh et al., 1995; Segura et al., 1997, 2000).

Estes estudos explicam, em parte, os niveis de IFN-y observados, em nossos
experimentos, nos camundongos portadores do TAE e tratados com WS. Esta citocina
exerce efeitos antitumorais, através de mecanismos diretos e indiretos, é produzido
principalmente por células NK e linfocitos Th em resposta a um estimulo imunolégico

(Abbas, 2000). As suas principais propriedades bioldgicas sdo inducdo da produgdo de
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reativos intermedidrios do oxigénio e nitrogénio e potente estimulacdo de macréfagos com
aumento de sua atividade microbicida (Whintrout e Varesio, 1991; Stites, 2000). Esta
citocina também estimula a trnscri¢do de genes IL-1 e TNF-a e moléculas do MHC de
classes I e II, o que amplifica a fase de reconhecimento do antigeno na resposta
imunolégica (Goldsby, 2000). Além disso, células co-expressando IFN-y parecem ter um

papel na regulacao da resposta de células Th1 (Assenmacher et al., 1994).

O IFN-y também ativa linfécitos T, promovendo sua diferenciacdo para Thl e
inibindo o perfil Th2. Além de aumentar a citotoxicidade das células NK, ativa as células
endoteliais para a adesdo de linfécitos T, potencializando o efeito do TNF-a sobre as
mesmas (Stites, 2000; Abbas, 2000). O IFN-y ainda apresenta atividade antiproliferativa
direta e propriedades anti-angiogénicas. Entre os tumores humanos, tem sido demonstrada a
expressao de altos niveis de IFN-y em regressdes espontaneas primdrias de carcinomas de
célula basal (Wong et al., 1997) e melanoma (Lowes et al., 1997). Neste sentido, nossos
resultados sdo bastante promissores pois sugerem que o extrato de WS induz uma resposta
do tipo Thl, com niveis expressivos de IFN-y sendo secretados. Notavelmente, IFN-y é
particularmente potente para induzir a atividade tumoricida de macréfagos (Yamamoto
et al., 1995), além de atuar em conjunto com TNF-a para reduzir a atividade de células
supressoras naturais, restaurar a fun¢do de células T e células NK, induzir a diferencia¢do
mieldide, reduzir a produgdo de TGF- e aumentar a producdo de TNF-a (Geissler et al.,
1989; Ruhl e Pluznik, 1993; Samal et al., 1993; Pak et al., 1995; Young et al., 1996; Young
etal., 1997).

Segundo Smyth et al. (1998), TNF-a tem um papel fundamental na rejei¢dao de
tumores mediada por células NK no peritbneo. A este respeito, Fung et al. (1985, 1995)
demonstraram inibi¢do do crescimento das células asciticas do tumor de Ehrlich in vitro e
in vivo utilizando-se o tratamento com TNF-a. Estes dados corroboram com nossos
resultados, onde observamos um aumento dos niveis desta citocina nos animais portadores

do TAE e tratados com 100 mg/kg de Withania somnifera.

Quanto a interleucina 10, que é uma potente citocina imunossupressora,
produzida por linfécitos T, macréfagos, queratindcitos e linfécitos B, notamos em nossos

experimentos, uma regulacdo na producdo desta citocina nos animais tratados com WS.
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Esta citocina apresenta como principais atividades bioldgicas a supressio da atividade de
macréfagos, inibi¢do de citocinas pré-inflamatérias e inducao de proliferacio de linfécitos
B e secrecdo de imunoglobulinas (Liles e Van Voorhis, 1995; Abbas, 2000). Alguns
autores tém demonstrado que a citocina IL-10 é produzida por uma variedade de tumores
solidos, favorecendo o desenvolvimento tumoral (Tetsuhiro er al., 1999). Apesar desta
citocina ter sido associada com inibi¢@o do crescimento de melanoma murino (Walos et al.,
1999), a proliferacdo de varias linhagens de células de melanoma humano foi aumentada
por IL-10 exdgena, sugerindo que esta citocina age como um mecanismo de escape tumoral
(Sato et al., 1997; Yue et al., 1997). Estes estudos em conjunto sdo particularmente
interessantes ao se considerar o papel destas citocinas em animais portadores do TAE.
Camundongos portadores do TAE apresentam um aumento na produgdo de IL-10,
supressora, € menor resisténcia ao desenvolvimento tumoral, que entdo foi controlado com

a administracdo do extrato de WS.

As fungdes da IL-6 incluem a estimulacdo da proliferacdo de linfdcitos,
aumento da atividade de células NK, alteracdes no recrutamento e migracao de leucdcitos,
aumento das proteinas da fase aguda pelos hepatdcitos, além da estimulacdo da
hematopoese (Akira et al., 1990). A IL-6 € a principal citocina presente no soro de
camundongos portadores de infec¢cdo, por exemplo, sendo os mondcitos e macréfagos
considerados as principais fontes desta citocina nos estdgios iniciais da infeccdo (Liu e
Cheers, 1993). Experimentos utilizando-se anticorpos monoclonais anti-IL-6 indicaram que
o efeito protetor da IL-1 é dependente da presenca de IL-6. Além disso, cooperacdo entre
IL-6 e TNF-o também parece ser fundamental para a resisténcia dos animais (Liu et al.,
1995). Outro aspecto importante € a capacidade desta citocina de acelerar a producao in
vitro de IFN-y, contribuindo na aquisi¢do de imunidade contra o TAE. Estes fatos sugerem
que o aumento nos niveis de IL-1, IL-6 e TNF-a, induzido pela Withania desempenha um
papel fundamental na resisténcia dos animais ao tumor, promovendo a ativacdo de

macréfagos, neutréfilos e células NK, além de contribuir na ativacio de células T.

Além disso, nossos resultados sobre a citoxicidade do extrato de WS sobre as
linhagens leucémicas HL-60, K-562 ¢ MOLT-4 confirmaram o potencial antitumoral desta

planta. Pudemos verificar que houve citotoxicidade do extrato de WS sobre estas linhagens.
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O enfoque convencional para o tratamento de leucemia aguda tem sido a quimioterapia, o
qual € citotéxico para clones malignos, e € também citodestrutivo para as células normais.
Além disso, algumas células leucémicas desenvolvem resisténcia a quimioterapia e sio
entdo, dificeis de serem erradicadas. Terapias alternativas, associadas com efeitos colaterais
minimos, tém sido testadas como uma modalidade de tratamento em leucemias (Sachs,
1996). Muitos compostos incluindo dimetilsulféxido, 4cido retindico, entre outros, sao
citotoxicos para linhagens leucémicas de células maduras. Desta forma, nossos dados
corroboram com a literatura, apontando a Withania somnifera como uma alternativa no
tratamento de leucemias agudas. Ademais, dados da literatura, indicaram que a
administracdo do extrato desta planta reduziu significativamente a leucopenia induzida pelo
tratamento com ciclofosfamida em camundongos, indicando que o tratamento com
Withania poderia reduzir a toxicidade induzida pela ciclofosfamida e portanto, ser utilizada

na terapia do cancer (Kuttan e Davis, 1998).

Desta maneira, também pudemos observar em nosso experimentos, que OS
camundongos que foram tratados com ciclofosfamida e concomitantemente com diferentes
doses do extrato de WS, apresentaram uma reducdo significativa na presenca de
microntcleos de eritrécitos induzidos pelo quimioterdpico. O teste da presenga de
microntcleos de eritrécitos tem sido bastante utilizado para monitorar agentes cancerigenos
e com propriedade mutagénicas (Ribeiro et al., 2001). Portanto, a quimioprevengao € uma
estratégia usada para reduzir a incidéncia de canceres humanos através da inibicdo da
carcinogénese ou através da prevengdo a exposicdo a agentes cancerigenos (Wattenberg,
1985; Sporn, 1993). Muitos compostos constituintes da dieta alimentar possuem influéncia
considerédvel ou alteram os efeitos adversos de agentes carcinogénicos (Ames, 1983; Fiala
et al., 1985; Hayatsu et al., 1988; DeMarini et al., 1998). Entretanto, a aten¢do a prevengao
de doencas relacionadas a mutag@o tal como o cancer tem sido objeto de estudo de muitos
pesquisadores na busca de substiancias que possam inibir a mutagénese ou a carcinogénese

produzida por agentes fisicos e quimicos in vivo (Hayatsu, 1988; Ames e Gold, 1997).

Estes resultados possuem uma importancia relevante, pois o tratamento com o
extrato de Withania somnifera tem um reflexo positivo nos processos envolvidos com o

restabelecimento de animais portadores do TAE. O reflexo desta pesquisa € particularmente
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encorajador ao se considerar possiveis abordagens terapéuticas em combinacdo com
quimioterdpicos, para proteger o hopedeiro da hematotoxicidade, bem como para

suplementar a eficiéncia tumoricida.
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6- CONCLUSOES




O presente trabalho nos permitiu concluir que:

O extrato de Withania somnifera possui propriedades hematomoduladoras

em paralelo a atividade antitumoral.

e O extrato aumenta a capacidade de proliferacao dos linfécitos e a capacidade

citotoxica de células NK, reduzidas na presenca do TAE.

e A Withania somnifera aumenta os niveis de produ¢do da citocina IFN-y e

das citocinas pro-inflamatérias IL-1, IL-6 e TNF-a.
e A planta protege contra a polarizacdo Th2 induzida por este modelo tumoral.

e A Withania somnifera apresenta propriedades citotoxicas contra as linhagens

celulares HL-60, K-562 ¢ MOLT-4.

e O extrato de WS possui propriedades anti-genotdxicas, reduzindo a presenca

de microntcleos de eritrdcitos induzida pelo quimioterdpico ciclofosfamida.

e O extrato da planta aumenta a sobrevida dos animais inoculados com TAE.
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Tabela 4-Unidade formadora de coldnias de granulécitos e macréfagos (CFU-GM) da

medula 6ssea de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e tratados com

diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/Kg) por 10

dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o término do

tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. ANOVA,

Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; l’P<0,05 comparado ao controle;

€P<0,001 comparado ao grupo inoculado com TAE; *P<001 comparado ao

grupo inoculado com TAE.

Niimero de CFU-GM/Fémur (x10°)

CIRL TAE* 20%mgKg 0" mgKg 100°°mgKg TAE+20°mgKg TAE+50 ‘mgKg TAE+100*
mg/Kg

1 16,17 540 12,60 12,70 20,90 12,16 19,62 22,75
2 1131 5730 10,38 13,20 20,12 17,19 20,25 24,94
31493 6,30 13,00 12,90 19,48 14,55 18,90 19,72
4 1034 795 12,80 13,70 24,75 11,17 18,90 17,95
5 11,15 6,82 11,56 15,20 25,08 16,00 15,15 16,90
6 1457 8,12 10,50 12,80 18,93 16,40 12,74 22,62
M 13,07 6,64 11,80 13,41 21,54 14,57 17,59 20,81
DP 243 1,21 1,17 0,94 2,69 2,43 2,97 3,12

CTRL = Controle;

M = Média;

DP = Desvio Padrio.
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Tabela 5-Unidade formadora de colonias de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) do bago

de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e tratados com diferentes doses
do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/Kg) por 10 dias consecutivos.
Os animais foram sacrificados 24 h apds o término do tratamento. Os grupos
controles receberam somente diluente da droga. ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001
comparado ao controle; bP<O,05 comparado co controle; P<0,001 comparado ao

grupo inoculado com TAE.

Nimero de CFU-GM/Baco (x10%)

CIRL TAE® 20°mgKg 0°mgKg 100‘mgKg  TAE+20™ TAE+0¢  TAE+100‘mgKg

mg/Kg mg/Kg
1 16,92  550,8 15,12 15,12 18,72 93,76 20,88 13,68
2 10,08  254,8 18,72 19,52 19,00 91,80 23,08 15,84
3 12,60 2250 15,50 14,40 19,16 80,32 31,52 17,00
4 10,44 3528 18,64 19,64 16,48 90,40 30,64 15,92
5 10,28  372,8 17,56 18,90 19,60 88,20 34,56 12,96
6 11,92 3304 15,64 17,88 18,80 85,52 30,24 15,64
M 12,04 347,77 16,86 17,57 18,62 88,33 28,48 15,17
DP 259 1148 1,64 2,28 1,09 4,85 5,30 1,52

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 6-Efeito do soro de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e tratados com
diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/Kg) por 10
dias consecutivos, diretamente sobre a cultura de células progenitoras da medula
Ossea de animais normais. Os animais foram sacrificados 24 h apds o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. ANOVA,
Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; "P<0,001 comparado ao grupo

inoculado com TAE.

Fatores estimuladores de colonias (Unidades de CSF/mL)

CIRL TAE* 20*" 50" 100 mgKg  TAE+20™ TAE+50*" TAE+100*
mgKg mgKg mgKg mgKg mgKg
1 0,9 13,5 45 3,8 49 11,3 12,0 10,8
2 1,5 16,5 33 33 52 13,5 9.8 12,8
3 12 12,8 4,0 4,5 4,7 14,3 10,3 9,9
4 0,7 14,0 3,0 42 4.8 11,8 11,7 10,5
5 0.8 13,7 3.8 3,8 4.8 12,7 11,3 11,0
6 13 14,8 4.8 4,7 3,7 12,3 12,7 11,5
M 1,06 14,21 39 4,0 4,6 12,65 11,30 11,08
DP 030 1,29 0,68 0,51 0,51 1,10 1,08 0,99
CTRL = Controle;
M = Média;

DP = Desvio Padrao.
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Tabela 7-Peso do bago de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e tratados com
diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/Kg) por 10
dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apdés o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. ANOVA,
Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; "P<0,001 comparado ao grupo

inoculado com TAE.

Peso do Baco (em mg)

CIRL TAE® 2" 50"mgKg 100°°mgKg  TAE+20" TAE+0"  TAE+100"mgKg

mgKg mgKg mg/Kg
1 170 350 190 120 90 240 160 150
2 180 400 150 120 110 190 190 160
3 150 390 160 190 110 200 150 170
4 170 410 120 100 90 170 160 100
5 150 390 110 160 90 170 160 150
6 150 400 110 120 100 200 150 180
M 161,6 390 140 138,3 98,3 195 161,6 155
DP 13,29 20,97 32,24 29,94 9,83 25,88 14,72 20,73
CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrdo.
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Tabela 8-Resposta proliferativa das células esplénicas de animais inoculados com TAE (6

x 10° cél/mL) e tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera
(20, 50 e 100 mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24
h apés o término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente
da droga. ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; bP<O,01

comparado ao controle; ‘P<0,001 comparado ao grupo inoculado com TAE.

Resposta proliferativa das células esplénicas (%)

CIRL TAE" 20°mgKg 50° 100° mg/Kg TAE+20° TAE+0* TAE+100>
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
1 128 33,5 79 105 116 107 114 150
2 109 42,5 87 108 129 101 107 114
3 102 41,5 81 102 103 105 125 128
4 108 45,9 97 133 155 109 97 158
5 106 43,0 91 102 126 108 102 193
M 1106 41,2 87 110 125,8 106 109 148,6
DP 10,09 4,64 7,34 13,09 19,22 3,16 10,93 30,34

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 9-Concentracdo de IL-1 de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e

tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o
término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 24 horas apds incubagao.
ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; bp< 0,001 comparado
ao TAE; ‘P<0,01 comparado ao TAE.

Concentracao de IL-1 (Pg/mL) 24 horas

CIRL TAE 20* 50  100°mgKg TAE20mgKg  TAE+0°  TAE+00"mgKg
mgKg  mgKg mg/Kg
1 1730 1378 2804 303,5 319,5 159,3 192,5 198,3
2 1696 1281 2785 284,3 228,9 156,4 186,7 194,9
31613 1320 2785 342,9 2882 147.8 182,8 196,6
4 1632 1593 3109 285,5 291,7 138,1 196,4 198.8
5 1621 1359 2554 2953 322,0 145,7 175,0 204,4
6 1709 1476 2683 309,4 335,9 1359 184,7 206,6
M 166,66 140,1 2778 3034 314,3 147,2 186,3 199,9
DP 503 11,46 19,72 21,66 19,78 9,42 7,52 4,57

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 10-Concentracio de IL-1 animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e tratados
com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100 mg/Kg)
por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h ap6s o término do
tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da droga. Os
sobrenadantes da cultura foram coletados 48 horas apds incubagdo. ANOVA,

Teste Tukey. *P<0,05 comparado ao controle; l’P<0,001 comparado ao TAE.

Concentracao de IL-1 (Pg/mL) 48 horas

CIRL TAE 20® 50"  100*mgKg TAE20mgKg TAE+50"" TAE+100°"
mgKg  mgKg mgKg mgKg
1 1828 1652  198,1 253,1 272,6 158,9 217,9 262,3
2 186,77 1281 2357 235,5 2238 173,0 253,1 272,0
31847 1457 2689 2433 2472 116,0 235.5 286,7
4 1632 1339 2707 233,5 227,7 137.8 2335 253,5
5 151,5 1378 2492 234,5 2414 137,8 231,6 267,1
6 1574 1359 2589 214,0 233,5 137.8 231,5 259,3
M  171,0 141,1  246,9 235,6 241,0 143,5 233,87 266,82
DP 1548 13,12 27,21 12,94 17,69 19,80 11,29 11,63
CTRL = Controle;
M = Média;

DP = Desvio Padrao.
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Tabela 11-Concentracdo de IL-6 de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e

tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o
término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 24 horas apds incubagao.
ANOVA, Teste Tukey. *P<0,01 comparado ao controle; bP<0,001 comparado

ao controle; ‘P<0,001 comparado ao TAE.

Concentracao de IL-6 (Pg/mL) 24 horas

CIRL TAE* 2% 50"  100™mgKg TAE+20™ TAE+50¢  TAE+00° mgKg
mgKg  mgKg mgKg mg/Kg
1 5728 3800 6316 822,5 833,6 632,3 543.4 641,5
2 5859 2885 5565 881,3 899,6 736,2 556,5 605,5
3 599,0 3343 8473 847,3 951,3 844,1 569,6 621,8
4 4813 3944 9650 850,6 870,2 641,5 559,8 631,6
5 5009 3650 5598 837.5 851,3 7428 729,7 791,8
6 5238 3271 8179 899,6 902.4 827,7 644,7 710,1
M 5439 3482 7296 = 8564 884,7 737,4 600,6 667,0
DP 4861 30,06 170,57 28,66 42,20 89,23 72,73 70,93

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 12-Concentracdo de IL-6 de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e

tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o
término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 48 horas apds incubagao.
ANOVA, Teste Tukey. *P<0,01 comparado ao controle; bP<0,001 comparado
ao controle; “P<0,001 comparado ao TAE; *P<0,01 comparado ao TAE.

Concentracio de IL-6 (Pg/mL) 48 horas

CIRL TAE 20mgKg 5° 100 mgKg TAE+0™ TAE+50" TAE+00™

mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
1 599,0 608,88 572,8 752,6 984,6 7232 1069,6 896,4
2 5369 5532 631,6 7232 863,7 683,9 965,0 968,3
3 566,3 579,4 602,2 736,2 9225 804,9 1017,3 952,3
4 5238 612,0 602,2 710,1 899,6 847,3 1046,7 866,9
5 631,6 703,55 739,5 755,8 1095,7 873,5 1301,6 1069,6
6 576,1 6578 670,9 733,0 997,7 860,4 1174,1 968,3
M 5722 619,1 636,5 735,1 960,6 798,8 1095,7 953,6
DP 39,71 54,21 60,37 17,36 83,38 78,33 122,35 70,25
CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrdo.
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Tabela 13-Concentragdo de IL-10 de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e

tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o
término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 24 horas apds incubagao.
ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; bP<O,001 comparado
ao TAE.

Concentracio de IL-10 (Pg/mL) 24 horas

CIRL TAEF 20’mgKg 50’'mgKg 100°mgKg  TAE+20 TAE+50"  TAE+100"mgKg

mg/Kg mg/Kg
1 284,0 4170 251,8 239,6 324,6 296,2 235,7 269.,0
2 2940 5540 201,8 231,2 2423 254,0 220,7 268.5
3 223,0 463,0 269,6 223.5 330,1 209,6 221,2 220,1
4 2730 459,0 316,8 239,0 301,8 283.,5 221.8 271,8
5 291,0 4270 2929 244.6 229,0 287,9 2423 2879
6 2760 4490 236,8 235,1 275,1 299,0 234,0 283,5
M 2735 461,5 261,6 235,5 283,8 271,7 229,2 266,8
DP 26,05 48,76 40,93 7,41 42,26 34,40 9,25 24,21

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 14-Concentragdo de IL-10 de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e

tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o
término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 48 horas apds
incuba¢do.ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; l’P<0,001
comparado ao TAE; ‘P<0,05 comparado TAE.

Concentracao de IL-10 (Pg/mL) 48 horas

CIRL TAEF 20°mgKg 50°mgKg 100°mgKg  TAE+20” TAE+S0®  TAE+100’mgKg

mgKg mgKg
1 2846 4760 2346 2696 247,0 396,0 405.0 369,5
2 2896 4840 2895 2397 231,8 376,0 399,0 279.5
3 3112 4960 2397 2446 275,1 377,0 437,0 2813
4 2818 4790 2468 235, 309,0 342,0 4350 235,7
5 2729 4020 2529 2750 283,8 349,0 402,0 269,7
6 2573 4540 2673 2675 2499 398,0 409,0 307.8
M 2829 4651 2551 2552 266,1 373,0 414,5 290,5
DP 1791 3384 2031 17,36 28,42 23,30 16,99 45,12

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 15-Concentragdo de IFN-y de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e

tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o
término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga. . Os sobrenadantes da cultura foram coletados 24 horas apds incubagao.
ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; bP<0,05 comparado

ao controle; “P<0,01 comparado ao controle; dp< 0,001 comparado ao TAE.

Concentracao de IFN-y (Pg/mL) 24 horas

CIRL TAF 20° 5 10"mgKg TAE+20™ TAE+50° TAE+100™

mgKg  mgKg mgKg mgKg mgKg

1 5254 3528 3508 427,6 5731 531,2 583,5 620,1
2 488,1 4162 3695 454,1 575,8 547,6 588.,8 610,3
3 5437 3345 3835 450,8 5894 537,8 534,5 613,6
4 5142 3528 3848 4227 571,4 570,5 514,9 629.,9
5 517,5 3345 3750 458,7 565,4 590,1 601,8 595,7
6 5012 3835 3783 4293 571,8 580,3 5684 592,8
M 5150 3624 3737 440,5 574,5 559,7 565,3 610,4
DP 1924 31,87 12,51 15,69 8,07 24,16 33,80 14,23

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 16-Concentragdo de IFN-y de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e

tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o
término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 48 horas apds incubacio.
ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; bP<0,001 comparado
ao TAE.

Concentracao de IFN-y (Pg/mL) 48 horas

CIRL TAE' 20° mgKg 50°¢ 100° mg/Kg TAE+20° TAE+0™ TAE+00

mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

1 669,1 2332 563,3 624,7 660,7 695,3 1546,9 2203,8
2 6659 269,11 526,0 660,7 690,1 692,0 1658,0 2239,7
3 6659 2495 594,6 641,0 673,7 692,0 1602,5 2220,1
4 603,1 261,6 586,1 648,9 642,4 690,1 1654,8 2203,8
5 622,77 2953 569,8 622,7 631,1 618,2 1545.6 2131,9
6 6129 3018 576,3 635,8 622,7 654,1 1783,5 2667,8
M  640,0 2684 569,4 639,0 653,4 673,6 1631,9 22717,9
DP 30,26 26,38 24,02 14,48 25,95 31,22 89,14 194,50

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 17-Concentracdo de TNF-a de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e

tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o
término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 24 horas apds incubacio.
ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; bP<0,001 comparado
ao TAE.

Concentracao de TNF-a (Pg/mL) 24 horas

CIRL TAE? 20" 50" 100°mgKg  TAE+20" TAE+50°" TAE+100™

mgKg  mgKg mgKg mgKg mgKg

1 111,00 1190 1464 152,9 171,1 122,9 124,2 247,7
21019 1150 1412 138,6 169,7 122,9 125,5 356,2
3 107,1 1163 143,8 145,1 173,9 122,9 124,2 201,9
4 1005 1333 1419 137,3 168,6 121,6 112,5 263,4
5 100,7 1373 1408 158,2 156,0 175,2 180,4 340,5
6 100,5 1203 1437 147,7 165,8 117,7 160,8 270,6
M 1036 1235 1429 146,6 167,5 135,5 137,9 280,1
DP 441 936 2,11 8,11 6,22 21,88 26,47 58,24

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 18-Concentracdo de TNF-a de animais inoculados com TAE (6 x 10° cél/mL) e

tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20, 50 e 100
mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h apds o
término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente da
droga. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 48 horas apds incubacio.
ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; bP<0,01 comparado

ao controle; ‘P<0,001 comparado ao TAE.

Concentracao de TNF-a (Pg/mL) 48 horas

CIRL TAE® 20°mgKg S0*° 100°mgKg TAE+20* TAE+S0 TAE+00°¢
mg/Kg mgKg mgKg mg/Kg
1 1407 686 1484 1681 197,9 172,2 1634 281,7
2 1490 619  113,1 1987 197.4 190.8 172,5 288.9
31242 633 1301 1627 177,0 185,9 167,3 2853
4 1425 51,6 1339  160,1 173,5 179.6 153,5 285.6
5 1472 595 1327 1438 169,2 169,3 158.8 290,2
6 1242 616 1033 1913 181,4 1438 1505 2954
M 1380 6L14 1269 1708 182,7 173,6 161,0 287,8
DP 11,09 555 1613 20,56 12,22 16,69 8,37 4,76

CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrao.
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Tabela 19-Especificidade de lise de células NK de animais inoculados com TAE (6 x 10°

cél/mL) e tratados com diferentes doses do extrato de Withania somnifera (20,
50 e 100 mg/Kg) por 10 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados 24 h
ap6s o término do tratamento. Os grupos controles receberam somente diluente
da droga. ANOVA, Teste Tukey. *P<0,001 comparado ao controle; bP<O,Ol

comparado ao controle; “P<0,001 comparado ao grupo inoculado com TAE.

Especificidade de Lise de células NK (%)

Parametro 50:1

CIRL TAE?® 20" 5% 100"°mgKg TAE+20*¢ TAE+0*¢ TAE+100"

mgKg  mgKg mgKg mg/Kg mg/Kg
1 25,62 2,61 22,18 40,65 46,37 13,05 38,95 45,59
2 2850 2,35 30,68 37,66 49,16 13,56 36,51 49,94
3 23,73 2,18 26,78 34,53 50,30 18,10 31,94 40,34
4 19,57 3,37 27,64 36,09 53,82 12,84 41,81 47,46
5 21,46 2,58 28,82 37,44 52,96 14,64 49,81 41,70
6 22,14 3,19 22,59 36,14 53,09 13,25 50,66 45,43
M 2350 2,71 26,44 37,13 50,95 14,24 41,61 45,07
DP 3,19 0,46 341 2,05 2,88 1,99 7,42 3,56
CTRL = Controle;
M = Média;
DP = Desvio Padrdo.
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