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RESUMO




As propriedades imunomoduladoras do extrato seco da raiz de Angelica
sinensis Diels (EAS) foram avaliadas em camundongos Balb-c machos utilizando-
se o0 modelo de infeccdo por Listeria monocytogenes. Administrou-se
profilaticamente doses de 10, 25, 50 e 100mg/Kg de EAS durante 10 dias. As
doses de 10, 25 e 50mg/Kg protegeram os camundongos contra uma dose letal de
Listeria monocytogenes observando-se uma taxa de sobrevida de 10%, 20% e
30%, respectivamente. Essas doses também impediram a mielossupressao e a
esplenomegalia frente a uma dose subletal de Listeria monocytogenes
aumentando de forma significativa o numero de progenitores de macroéfagos e
granulécitos (CFU-GM) na medula 6ssea. A investigacao da atividade dos fatores
estimuladores de colénia (CSF) demonstrou aumento na atividade estimuladora de
colénia no soro (CSA) de animais pré-tratados com EAS. Curiosamente, ndo se
observou efeitos com a dose 100 mg/kg, em comparagcdao com controles infectados
nao tratados, sugerindo estimulacdo dose-dependente da mielopoiese e CSA,
onde a dose bioldgica ativa étima foi a de 50 mg / kg. Esta dose foi utilizada nos
experimentos para investigar os niveis de INF-y e TNF-a. Observou-se aumento
nos niveis de INF-y e TNF-a em culturas de macréfagos esplénicos de animais
tratados com EAS, sugerindo aumento na atividade microbicida de macrofagos.
Estes resultados sugerem que EAS modula a atividade imune de forma indireta e
provavelmente inibe a atividade supressora da LM por induzir um aumento na
reserva de progenitores mieldéide da medula 6ssea em conseqiiéncia de uma

liberacao ativa de citocinas (CFS, INF-y e TNF-a).
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ABSTRACT




The immunomodulatory properties of dry extract of the roots of Angelica
sinensis Diels (ASE) were evaluated in Male BALB/c mice using the model of
infection with Listeria monocytogenes. Prophylactic administration of ASE (10, 25,
50 and 100 mg/kg) stimulated marrow myelopoiesis in a dose-dependent manner
and reduced spleen colony formation to control values. Evaluation of the colony-
stimulating factors (CSF) showed an increase in the colony-stimulating activity
(CSA) in the serum of animals pre-treated with ASE. Interestingly, no effects were
observed with the 100 mg/Kg dose, compared with infected non-treated controls,
suggesting a stimulation of myelopoiesis and CSA occurred in a dose-dependent
manner, with a peak being reached with dose of 50 mg/kg. This dose was used to
investigate levels of INF-y and TNF-a. There was an increase in the levels of INF-y
and TNF-a in culture of splenic macrophages from animals treated with ASE, and
this result points to increased microbicide activity of macrophages. All together, the
results suggest that the ASE indirectly modulates the immune activity and probably
disengages LM-induced suppression of these responses by inducing a higher
reserve of myeloid progenitors in the bone marrow in consequence of biologically

active cytokine release (CFS, INF-y and TNF-a).
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INTRODUCAO
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O interesse por fitoterapicos e plantas medicinais tem crescido muito nos
ultimos anos, vale lembrar que o0 uso de produtos naturais com propriedades
terapéuticas € tao antigo quanto a civilizagdo humana. Em 252 drogas
consideradas como basicas e essenciais pela Organizacdao Mundial da Saude
(OMS) 11% séao de origem exclusivamente vegetal e um namero significativo das
drogas sintéticas é obtido a partir de precursores naturais (Rates, 2001).

Os tratamentos de primeira escolha atualmente aplicados em quadros de
neoplasias e estados imunodeficientes provocam efeitos colaterais graves, dentre
eles a inibicdo da resposta imune, sendo amplamente demonstrado maior
eficiéncia destes tratamentos quando utilizam imunomoduladores como
coadjuvantes (Chirigos, 1992; Spelman et al., 2006). Ja sdo conhecidas varias
plantas medicinais com atividade imunomoduladora, que alteram a resposta imune
por meio de um controle dindmico de moléculas informativas como as citocinas
(Spelman et al., 2006). Assim, encontramos uma importante justificativa para
estudos de imunomodulacdo por extratos vegetais tanto em modelos animais

quanto em ensaios clinicos.

Angelica sinensis

A Angélica sinensis (AS), também conhecida como Don Quai, € uma erva
perene perfumada, encontrada na China, Japdo e Coréia. Pertence a familia
Umbelliferae e produz flores brancas que em conjunto lembram um guarda chuva.
Uma planta tipica cresce aproximadamente a uma altura de seis pés. Na raiz
encontra-se todo valor terapéutico, sendo seu sabor uma mistura de amargo e
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doce. Considerada um ténico do sangue, € tradicionalmente utilizada pelos
chineses para problemas de coracao, pulméao e figado, sendo muito empregada
para controlar célica menstrual e irregularidades do ciclo menstrual (Monografia...,
2004).

Devido a varios constituintes bioativos (Ligustilide, acido ferulico, acido
succinico, vitamina A, E e B12, carotendides, acido ascorbico, &cido folinico,
fitoesterois, biontina, derivados cumarinicos, acido miristico, varios macrominerais,
polissacarideos e outros) a AS possui diversas acgdes farmacologicas (Zhu
DP.,1987; Wang et al., 2002; Lu et al., 2003; Monografia, 2004). Derivados
cumarinicos provavelmente sao responsaveis por atividade anticoagulante da AS.
A AS também exerce atividade antiplaquetaria uma vez que o acido ferulico pode
inibir a polimerizacdo das plaquetas na circulacdo sanguinea (Zhu DP., 1987;
Monografia..., 2004; Bone et al., 2000).

Estudo em modelo animal usando extrato aquoso da AS demonstrou efeito
protetor contra disfuncdo do miocéardio e injuria do miocardio induzida por
isquemia (Chen et al., 1995). Um estudo histologico utilizando uma preparagao de
AS e Ligusticum chuanxiong evidenciou protegdo das células endoteliais da veia
umbilical contra danos causados por peréxido de hidrogénio, provavelmente
devido a ativagédo da via ERK (sinal extracelular-regulamentado proteina quinase)
e a expressdao de eNOS (enzima Oxido nitrico sintetase). Gragcas a sua
propriedade antioxidante a preparagao revelou potencial terapéutico no tratamento
de doencas cardiovasculares (Hou et al., 2004).

Dados clinicos demonstram que prescricoes contendo AS tiveram efeito
significativo em reduzir o tempo de recuperacdo de ferimentos &sseos
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(Enciclopédia de Prescricdes da Tradicional Medicina Chinesa, 1992). A AS
possui atividade estimuladora dose dependente sobre as células 6sseas, efeito
esse atribuido ao aumento da secrecdo de proteinas, particularmente, colageno
tipo |, pelas células osteoprecurssoras humanas, e a estimulagao da atividade da
fosfatase alcalina (Yang et al., 2002).

A AS é capaz de reduzir a area de ulcera, evento esse acompanhado de
aumento significativo na sintese de muco gastrico em modelo animal (Ye et al.,
2003). O reparo da ulcera gastrica deve-se a capacidade de modular a migragao e
proliferacdo das células epiteliais gastricas por meio de polissacarideos. A ODC
(Ornitina Descarboxilase, enzima fosfato dependente) e c-MYC (fator de
transcricdo) estdo envolvidos no mecanismo de proliferagdo. A AS pode agir
através do gene do c-MYC, que ativa o mRNA de ODC e a expressao da proteina
estimula a proliferacao das células (Ye et al., 2001).

Poderiamos, ainda, citar estudos que falam sobre a aplicacdo da AS em
modelos de cancer, fibrose pulmonar, injuria hepética e outros (Tsai et al., 2005;
Han et al., 2006; Ye et al., 2001; Monografia..., 2004). Como ja foi enfatizado a AS
possui muitas aplicacdes farmacolégicas por isso sdo varios estudos sobre suas
propriedades, porém gostariamos de enfatizar sua atividade sobre a hematopoese
e propriedade imunomoduladora.

A administracdo de A. sinensis em um paciente portador de anemia renal
cronica submetidos a hemodidlise revelou uma melhoria na hematopoese
relacionada a maior secrecdo de CFSs (Bradley et. al, 1999). Uma preparacao
feita a partir de ervas do género Angélica é amplamente aplicada na clinica
médica chinesa para tratamento de doencgas caracterizadas por baixa contagem
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de células sanglineas. Relata-se que a preparagao estimula a proliferacdo das
células sangtineas. Justifica-se o estimulo sobre a proliferacao celular através do
aumento na secrecao de muitos fatores hematopoéticos, tais como interleucinas,
EPO, TPO, GM-CSF, TNF-a, INF-y (Hatano et al., 2004; Wang et al., 1996; Jean
et al., 2000). Sabe-se, ainda, que tal preparacdo estimula de forma direta a
proliferacao de células mononucleares da medula 6ssea através de ERK 1/2 e
P38, enzimas que participam de subvias que compdem a via MAPK (Xiaoping et
al., 2006).

A atividade imunomoduladora de polissacarideos da AS (PAS), extraidos a
partir da raiz fresca, foi estudada in vitro. Observou-se aumento na producao de
IL-2 e IFN-y por células esplénicas tratadas com PAS e analisadas com Kit ELISA,
em paralelo a analise de RT-PCR apontou para o0 aumento da expressao dos
genes que codificam para IL-2 e IFN-y. Os resultados da proliferacdo celular
mostraram atividade de PAS sobre a proliferacdo de macréfagos e células T,
sendo que a relacdao tempo efeito da resposta das citocinas sugere que
macrofagos e células NK envolvidos na resposta imune inespecifica foram
primariamente ativados, e células T foram secundariamente afetadas por PAS
(Yang et al., 2006).

O isolamento de ativos na avaliagdo de atividade das plantas pode levar a
exclusdo de ativos com relevante potencial. Isto ocorre quando o efeito ndo é
causado por um simples composto, mas por uma combinacao de varios, atuando
de modo sinérgico — fitocomplexo (Rates, 2000). Deve-se levar em consideracao
que o uso do extrato bruto se aproxima mais do uso tradicional relatado pelos
pOVOS.
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Tendo em vista os relatos do uso desta planta, alguns estudos sugerindo
uma atividade imunomoduladora e a necessidade de ampliagdo desses estudos,
nos propomos a estudar os efeitos do extrato da Angélica sinensis na resposta

hematopoética em camundongos infectados com Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes (LM) € um bacilo Gram positivo, de replicacao
intracelular (North et al., 1997). Tornou-se um dos mais importantes patégenos
veiculados por alimentos na década de 80, devido a eclosdo de diversos surtos de
listeriose (Schlech, 1996). Os individuos com risco potencial de infec¢cdo sao
gestantes, recém-nascidos, idosos e imunossuprimidos (Mclauchlin, 1996).

A listeriose tem sido o modelo experimental de infeccdo mais utilizado em
camundongos para identificar e estudar os mecanismos envolvidos na defesa
antimicrobiana nao humoral. Os parametros da imunidade celular produzidos no
camundongo estdo bem esclarecidos. E um modelo de facil e sugestiva
manipulacdo de um processo infeccioso num curto periodo de tempo, onde
respostas definidas podem ser obtidas dentro de poucos dias (Mackaness, 1962;
Mackaness, 1964; Miki e Mackaness, 1964; Mackaness, 1969; Kaufmann, 1995;
Unanue, 1997a; Cossart e Bierne, 2001), além de n&o produzir risco potencial
para o manipulador (Czuprynski e Haak-Frendscho, 1997).

Ao entrar em contato com o organismo, a bactéria deixa rapidamente a
corrente sanguinea, alojando-se preferencialmente em células hepaticas e
macréfagos (Czuprynskl e Haak-Frendscho, 1997; Mocci et al., 1997; Guleria e
Pollard, 2001). Apds ser fagocitada, a LM produz uma listeriolisina O (LLO), que
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rompe o fagossoma da célula, permitindo sua saida para o citoplasma, onde
ocorre a replicagao e consequiente migracao para a célula adjacente, dando inicio
a sua disseminacgao (Beuchat, 1996; Milon, 1997; Cossart e Bierne, 2001; Nomura
et al., 2002).

O primeiro componente envolvido na resisténcia a LM é o recrutamento de
neutréfilos para o local da infecgdo, promovendo a lise de células infectadas
abortando o espalhamento célula-célula da LM no figado (Conlan e North, 1994;
Edelson e Unanue, 2000). A destruicao destes hepatécitos infectados serve para
garantir a exposi¢ao da LM para o compartimento extracelular e assim, torna-se
susceptivel para o ataque dos préprios neutrofilos e macrofagos (Unanue, 1997b;
Mocci et al., 1997).

Os macroéfagos residentes e outras células infectadas liberam GM-CSF, IL-
1, IL-6, IL-12 e TNFa (Unanue, 1997c; Kuhn e Goebel, 1997). Estas duas ultimas
citocinas atuam sinergicamente estimulando a liberagdo de IFNy pelas células NK.
O IFNy promove a ativacdo dos macrofagos, tornando-os listericidas, através da
sintese de 6xido nitrico (NO) (Czuprynski e Haak-Frendscho, 1997).

A destruicao da LM pelos macrofagos resulta na apresentacao de antigenos
as células T, através do complexo de histocompatibilidade principal classe || (MHC
classe Il), aumentando a atividade antimicrobiana, e promovendo eventualmente a
imunidade de exterminio (Jensen et al., 1997; Bouwer et al., 1997; Pamer et al.,
1997; Flesch et al., 1998; Rescigno et al., 1999).

As células TCD8+ (linfocitos T citotoxicos) lisam as células infectadas,

liberando a bactéria para o ambiente extracelular, favorecendo a fagocitose desta.
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As TCDB8+ sao citoliticas e exercem esta funcao através de enzimas — perforina e
granzima — liberadas contra a célula alvo (Edelson e Unanue, 2000). Exercem
também um mecanismo de interacdo com a proteina Fas-ligante com Fas (APO1
ou CD95), na célula alvo, induzindo apoptose destas (Kagi et al., 1996).

A resposta das células TCD4+ é do tipo Th1, induzida pelo IFNy liberado
pelas células NK e também pela IL-12 (Song et al., 1995; Unanue, 1997c; Guleria
e Pollard, 2001). As células Th1 sintetizam mais IFNy (amplificando a resposta dos
macréfagos), IL-2, TNFa, GM-CSF e moléculas de adesdo como integrinas,
selectinas, VCAM-1 e I-CAMI (North et al., 1997; Mielke et al., 1997; Kaufmann et
al., 1997).

O sucesso para resolugdo da listeriose requer a participacdo dos
mecanismos de imunidade celular inata e adquirida, envolvendo neutréfilos,
macrofagos, células NK, linfécitos T e uma grande selecao de citocinas (Harty et
al., 1996; Jensen et al., 1997).

Na fase inicial da infec¢do, a migracao de fagécitos da medula 6ssea para o
sitio da replicag@o da bactéria é crucial para a sobrevivéncia do animal, limitando a
multiplicagédo bacteriana (Wing et al., 1985).

Os neutréfilos e mondécitos/macrofagos sado células derivadas dos
progenitores pluripotenciais da medula éssea (CFCs — células formadoras de
colénias), onde a producao e mobilizagdo destes, depende da presencga de fatores
de crescimento especificos (CSFs) que regulam sua producdo, maturacao e
funcéo (Burgess e Metcalf, 1980; Wing et al., 1984; Metcalf, 1986; Kayashima et

al., 1993).
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A habilidade do tecido hematopoético em produzir e mobilizar fagécitos é
um fato critico para sobrevivéncia do animal (Wing et al., 1984). Uma maneira de
avaliar a capacidade proliferativa destas células é através da técnica da cultura
clonal em meio semi-solido que permite avaliar o crescimento e diferenciacao
destas células hematopoéticas in vitro, na presenca de fatores estimuladores de
colénias especificos (Metcalf, 2001). O crescimento destas col6nias é um
indicador das alteragdes hematopoéticas que ocorrem durante uma infeccao, em
particular com uma bactéria intracelular facultativa como a Listeria monocytogenes
(Cheers et al., 1988; Kaufmann, 1995). Além disso, a importancia dos granulécitos
e macrofagos faz dessa infeccdo uma escolha adequada para avaliar o papel dos

fatores estimuladores de colénia - G-CSF, M-CSF e GM-CSF (Zhan et al., 1998).
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos protetores da
administracao do extrato de Angelica sinensis (EAS) em camundongos infectados
com Listeria monocytogenes (LM). Os parametros avaliados foram:

- Eficécia do EAS frente a uma dose letal da LM;

- Numero de precursores hematopoéticos para granulécitos e macréfagos

(CFU-GM) da medula 6ssea e baco;
- Atividade estimuladora de colénias do soro;
- Peso do baco;

- Niveis de TNF-a e IFN-y em cultura de macréfagos esplénicos.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

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

a) animais controle, sem tratamento;

b) animais tratados com extrato de Angelica sinensis (EAS) nas doses de

10, 25, 50 e 100mg/Kg durante 10 dias;

c) animais infectados com L. monocytogenes, recebendo veiculo (agua);
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d) animais tratados com EAS nas doses de 10, 25, 50 e 100mg/Kg
durante 10 dias e infectados com L. monocytogenes.
Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo

Animal (CEEA-IB-UNICAMP), sob protocolo n° 1058-1

2. Listeria monocytogenes

A bactéria Listeria monocytogenes utilizada para infectar os animais, € um
cocobacilo gram-positivo, anaerdbio facultativo, mével por flagelo peritriquios a
temperatura ambiente, facilmente cultivavel em &gar-sangue. Esta cepa foi
gentilmente cedida pelo Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Patologia Clinica — Hospital de Clinicas desta Universidade. Ap6s a aquisi¢éo, a
bactéria foi submetida a varios testes bioquimicos que confirmaram sua
identidade.

Os testes realizados demonstraram o seguinte: Oxidase — positivo;
Catalase — positivo; Carboidratos — acao fermentativa; Xilose — negativo; Manitol —
negativo; Bile esculina — positivo; Beta hemdlise — positivo; CAMP — Test:
Staphylococcus aureus — positivo e Rhodococcus equi — negativo.

Para provocar infecgcdo nos animais foi necessario determinar o numero
ideal de microrganismos a ser injetado. A dose ideal ndo deveria provocar a morte
do animal muito rapidamente para que fosse possivel a realizagdo dos
experimentos apds a infeccdo. A bactéria foi mantida em meio de cultura BHI
(Brain-Heart Infusion) + 15% de Glicerol a -80°C no Freezer do Controle de
Qualidade do Hemocentro desta Universidade. Um dia antes da inoculacéo

descongelou-se a bactéria e estriou-se duas placas de agar-sangue, essas placas
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permaneceram na estufa a 37C por 24h. As colbnias obtidas nas culturas
frescas de agar-sangue foram diluidas em solucdo salina a 0,9% e as
concentragdes determinadas por espectrofotometria através da Escala de
McFarland (Vitek Colorimeter).

Para o estudo dos parametros hematopoéticos foi utilizada a dose subletal
de 5x10° bactérias/animal. Para a avaliagdo da sobrevida dos animais foi
necessario utilizar uma concentragdo letal de 6x10° bactérias/animal. A bactéria
foi inoculada intraperitonealmente no décimo dia de tratamento. A resposta
hematopoética foi avaliada 24, 48 e 72 horas apos a infecc¢ao.

Para manter a patogenicidade da bactéria nossa equipe inocula
intraperitonealmente um camundongo com a bactéria diluida em solugdo salina
0,9%. Quarenta e oito horas ap6s a inoculagdo da bactéria o bago € isolado em
ambiente estéril, macerados, mantidos em BHI por 24 horas e, logo apds, a
bactéria é isolada em placas de agar-sangue e reinicia-se 0 procecimento quantas

vezes forem necessarias para que a bactéria mantenha sua patogenicidade.

3. Tratamento com o extrato de Angelica sinensis (EAS)

O EAS foi gentilmente fornecido por Galena Quimica e Farmacéutica Ltda
(Campinas-SP, Brasil). Trata-se de um extrato seco comercializado por Jiangxi
Medicines & Health Products, situado em Nanchang, China. O vegetal e o extrato
foram identificados e avaliados de acordo com a descricdo das caracteristicas
adequadas e através da monografia presente na Farmacopéia Chinesa. Para
obtencdo do extrato seco utilizou-se como solventes etanol e agua. O lote da
matéria-prima utilizado neste trabalho é o de numero 288469, este lote foi
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padronizado e submetido a realizagao de andlises organolépticas, fitoquimicas e
microbiol6gicas para determinacdo da qualidade. O extrato é padronizado
ataravés do seu ativo Ligustilide, qualquer fracdo do extrato ndo pode ter menos
que 1% de Ligustilide, para quantificar esse ativo e confirmar a padronizacao
utilizou-se HPLC agilent, coluna inertisi ODS-3 4,6x150mm 5um, fluxo de
1,0mL/min, detecgao de 284nm, fase moével de metanol/agua (65:35), temperatura
de 25<C, volume de injecao igual a 10 yL, utilizou-se metanol como diluente no
preparo das solugdes, o padrdo externo foi preparado na concentracdo de
0,04mg/mL.

A administracao do EAS foi realizada por gavagem nas doses de 10, 25, 50
e 100mg/Kg, utilizando-se éagua estéril como veiculo de administracdo. O
tratamento ocorreu durante 10 dias consecutivos, no mesmo horario todos os dias,
e no ultimo dia inoculou-se intraperitonialmente a bactéria 3 horas depois do
tratamento.

As doses do EAS foram selecionadas com base em trabalhos da literatura
(Ye et al., 2001; Ding et al., 2001; Sun et al., 2005) e a partir dos resultados
obtidos na curva de sobrevida, uma vez que os trabalhos encontrados em modelo
animal normalmente isolam os polissacarideos e neste trabalho optamos por

utilizar o extrato cru dissolvido em agua esteéril.

4. Cultura clonal de precursores hematopoéticos de medula 6ssea 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
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condi¢des de cultura sejam ajustadas para se evitar um numero exagerado de
colénias em cada placa de petri com conseqlente superposicdo das mesmas, de
modo a permitir a identificacdo de cada col6nia. Pensando nisto, nossa equipe
padronizou a utilizacdo de 100uL de fator estimulante de colénias (GM-CSF da
empresa Sigma Chemical Co, USA) na concentracdo de 8 nanogramas/mL
durante a preparacao de cada placa. Além disso, a escolha do soro fetal bovino
deve ser feita cuidadosamente devido a variacdo na atividade dos varios lotes e

marcas.

4.1. Medula éssea

Apoés sacrificar o animal através do deslocamento cervical, limpou-se a pele
com alcool 70%. O fémur foi exposto para remogéo da cartilagem sobre o orificio
na extremidade distal e cortando-se 0 0sso na jun¢ao superior.

A medula 6ssea foi transferida com o auxilio de agulha e seringa para um
tubo contendo 5 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Cutilab).

O numero de células na suspensao foi contado em camara
hematocitométrica apds diluicdo (1:10) das células em azul de tripan 1% € a

concentragdo da suspensao celular ajustada para 1 x 10° células/mL.

4.2. Baco
Realizou-se uma pequena incisdo na regiao lateral esquerda da cavidade
peritoneal e o baco foi removido com auxilio de uma ping¢a, sendo em seguida

lavado em solugéo salina estéril e transferido para um tubo contendo 9 mL de
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meio RPMI-1640 (Cutilab). A seguir o baco dos animais foi macerado para
obtencéo de uma suspenséo celular.

O numero de células na suspensao foi contado em camara
hematocitométrica apds diluicdo (1:20) das células em azul de tripan 1% € a

concentragdo da suspensao celular ajustada para 2,5 x 10° células/mL.

4.3. Preparacao das placas de cultura da medula 6ssea e baco em
meio semi-solido
Preparou-se a suspensdo para a incubagao das células em cultura a qual
consistia de:
e 30% de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Sigma) 2x
concentrado;
e 20% de soro fetal bovino (SFB);

e 50% de agar (concentracgéao final 0,3% - Bacto-agar-Difco).

A seguir, adicionou-se ao meio descrito acima, o volume apropriado de
células (1x10° células/mL para a medula 6ssea e 2,5x10° células/mL para o bago),
e distribuiu-se volumes de 2 mL em cada placa de Petri (35 mm), ja contendo
100uL do estimulo (GM-CSF da empresa Sigma Chemical Co, USA). Deixou-se
geleificar e incubou-se por 7 dias a 37°C em presenca de 5% de CO.. Apos este
periodo contou-se 0 numero de colbénias formadas em microscopio de dissecacao

com aumento de 40x (Metcalf, 1984).
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5. Obtencado do soro dos animais para deteccao da atividade dos fatores
estimuladores de colénias

O sangue dos animais dos foi obtido através de puncao do plexo cardiaco,
sendo separado em “pools”, centrifugado para obtencédo do soro e armazenados a
-20°C. A presenca de fatores estimuladores de col6nias no soro dos animais foi
determinada pela capacidade promotora do crescimento e diferenciagdo de
precursores hematopoéticos da medula éssea de animais normais.

A atividade estimuladora de colbnias foi expressa em unidades de CSF por
mL e determinada a partir da curva de titulagcdo do GM-CSF na figura 1. De acordo
com Van e Bol (1975), a menor concentracdo capaz de estimular o crescimento de

clones é considerada como 1 unidade de CSF/mL.
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Figura 1. Curva da capacidade estimuladora do crescimento de colbénias expressa

em unidades/mL.

6. Realizacao da curva de sobrevida
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Com o intuito de observar uma possivel prote¢cao dos animais tratados com
o EAS, realizou-se uma curva de sobrevida. Considerou-se dois grupos
experimentais: animais somente infectados com Listeria monocytogenes 6x10°
bactérias/animal e animais tratados por 10 dias consecutivos com EAS nas doses
de 10, 25, 50, 100mg/Kg e infectados com 6x10° bactérias/animal. Observou-se os

animais por um periodo de 30 dias.

7. Peso do baco dos animais submetidos aos referidos tratamentos
Ap6s remocdo do bago (conforme descrito no item 4.2), seu peso foi

mensurado em gramas para posterior analise.

8. Dosagem de citocinas

Bacos de camundongos submetidos ao tratamento de 50mg/Kg de EAS e
sacrificados apds 48h de infeccao (rever item 3) foram coletados assepticamente,
macerados e homogeneizados em meio RPMI-1640 (Cultilab). Células
mononucleares foram obtidas adicionando-se tampéo de lise ao botdo celular.
Apoés lavagem, as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI-1640
suplementado com 10% de SBF e incubadas em placa de petri de vidro (100x20
mm) por 2 h em estufa Umida a 37° C e 5% de CO.. Apds este periodo, as células
nao aderentes foram descartadas e tripsinizou-se as células aderentes, lavou-se
as células tripsinizadas e através de camara hemacitométrica ajustou-se a
concentracdo para 1x10° células/mL de meio RPMI enriquecido com 5% de SBF.
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Adicionou-se em placa de 24 pocos 1mL de meio RPMI enriquecido com
5% de SBF contendo 1x10° células em cada well e, em seguida, 50uL de solugéo
de LPS (5ug/mL). Simultaneamente, incubou-se células de cada amostra sem LPS
para controle. As placas foram incubadas em estufa umida, a 37°C e 5% de CO..
Ap6s 48h, o sobrenadante foi coletado individualmente de cada orificio e
congelado a —20°C.

As concentragdes de TNF-a e INF-y foram quantificadas através do método
imunoenzimatico (ELISA) utilizando-se Kits de anticorpos especificos para cada
substancia [Kit DuoSet® ELISA Development System: mouse TNF-a/TNFSF1A
(Cbd. DY410) e mouse IFN-y (Cod. DY485). A quantificacao foi realizada em placa
de microcultura para ELISA (“maxi sorp” 96 wells), seguindo a indicacdo do
fabricante para utilizagdo de cada Kit. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (A=

450 nm).

32



RESULTADOS

1. Efeitos do EAS sobre o numero de precursores hematopoéticos para
granuldcitos e macrofagos da medula 6ssea e do baco de camundongos

(CFU-C)

1.1. Medula 6ssea

Os resultados do pré-tratamento por 10 dias com EAS na atividade
hematopoética da medula 6ssea em animais normais e infectados com uma dose
subletal de Listeria monocytogenes (5x10° bactérias/animal) estio representados
na figura 2.

O tratamento de animais normais (ndo infectados) nao produziu aumento no
nuamero de CFU-GM medular quando comparado com o grupo controle. A infec¢ao
com Listeria monocytogenes provocou acentuada reducao no numero de CFU-GM
comparado ao grupo controle. No entanto, quando os animais foram previamente
tratados com 10, 25, 50 e 100mg/Kg do EAS e infectados, houve uma prevengao
da mielossupressdo. A dose de 50 mg/Kg do EAS produziu um aumento no

numero de CFU-GM estatisticamente maior que as outras doses (P<0,001).
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Figura 2. Efeitos do extrato de Angelica sinensis, administrado durante 10 dias
consecutivos, sobre o crescimento e diferenciacéo de precursores hematopoéticos
de granulécitos e macrofagos da medula 6ssea de animais normais e infectados
com Listéria monocytogenes (5x10° i.p. bac/animal). A inoculagdo de Listéria
monocytogenes ocorreu 2h apds o ultimo tratamento em seguida os animais foram
sacrificados 24, 48 e 72h apés a infecgao. O grupo controle recebeu agua estéril.
Os dados representam a média e desvio padrdo obtidos de 6 animais por grupo.
@ P<0,001em relacdo ao controle. * P<0,001em relagcdo ao controle e Infectado
24h. ** P<0,001em relacdo ao controle e infectado 48h. *** P<0,001 em relagdo ao

controle e infectado 72h. # P<0,01 em relacdo ao infectado 24h. + P<0,001 em
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relacdo ao infectado 48h. ° P<0,001 em relacdo ao infectado 72h. ANOVA -

Teste Tukey.

1.2. Baco

Os resultados da atividade hematopoética extramedular de animais normais
e infectados com uma dose subletal de Listeria monocytogenes (5x10°
bactérias/animal) estao representados na figura 3.

Nao observamos qualquer alteracdo na formagéo de colénias esplénicas
nos animais normais (nao infectados) tratados com EAS. A infeccdo com Listeria
monocytogenes aumentou o0 niumero de CFU-GM no grupo apenas infectado e no
grupo tratado com 100mg/Kg e infectado (P<0,001). Porém, quando os animais
foram pré-tratados com as doses de 10, 25 e 50mg/Kg e inoculados com a
bactéria, ndo observamos atividade hematopoética extramedular, uma vez que o
nuamero de CFU-GM nao mostrou diferenca significativa em relagdo ao grupo

controle nao infectado nos trés tempos apos a infecgao.
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Figura 3. Efeitos do extrato de Angelica sinensis, administrado durante 10 dias
consecutivos, sobre o crescimento e diferenciagdo de precursores hematopoéticos
de granulécitos e macréfagos no baco de animais normais e infectados com
Listéria monocytogenes (5x10° i.p. bac/animal). A inoculagdo de Listéria
monocytogenes ocorreu 2h apds o ultimo tratamento em seguida os animais foram
sacrificados 24, 48 e 72h apos a infecgdo. O grupo controle recebeu agua. Os
dados representam a média e desvio padrao obtido de 6 animais por grupo.
*P<0,001 em relacdo ao controle; *P<0,001 em relagdo ao infectado 24h;
**P<0,001 em relacdo ao infectado 48h; *** P<0,001 em relacdo ao infectado 72h.

ANOVA — Teste Tukey.
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2. Efeitos do EAS sobre a producao de fatores estimuladores de colbnias
(CSFs)

Os resultados do pré-tratamento por 10 dias com EAS sobre a producao de
fatores estimuladores de colénias no soro de animais normais e infectados com
uma dose subletal de Listeria monoctogenes (5x10° bactérias/animal) estdo
representados na figura 4.

Nos animais normais (ndo infectados) tratados com 10, 25, 50mg/kg do
EAS observamos um aumento nos niveis séricos de CSFs (P<0,01). Em animais
normais (ndo infectados) tratados com a dose de 100mg/Kg observou-se niveis
séricos de CSFs semelhantes ao grupo controle. A presenga da infecgdo produziu
um aumento agudo nos niveis séricos de CSFs nos trés periodos estudados
(P<0,001). O pré-tratamento com 10, 25 e 50mg/Kg de EAS potencializou a
producao de CSFs, verifica-se tal afirmagdo ao compararmos os grupos infectados
e tratados com os grupos apenas infectados (P<0,001). A dose de 50 mg/Kg do
EAS produziu um aumento no nimero de CSF estatisticamente maior que as

outras doses (P<0,001).
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Figura 4. Efeitos do extrato de Angélica sinensis (EAS) (10, 25, 50 e
100mg/Kg/dia) administrados durante 10 dias consecutivos sobre a producao de
fatores estimuladores de colénias no soro de animais normais e infectados com
Listeria monocytogenes (5x103 bac/animal). A inoculacdo de Listéria
monocytogenes ocorreu 2h apds o ultimo tratamento em seguida os animais foram
sacrificados 24, 48 e 72h apos a infecgdo. O grupo controle recebeu agua. Os
dados representam a média + desvio padréo obtidos de 6 animais por grupo.
Todos os grupos apresentaram P<0,001 em relacdo ao controle; *P<0,001, em
relacdo ao infectado 24h; "P<0,001, em relacdo ao infectado 48h; *P<0,001, em

relacao infectado 72 h; ANOVA — Teste Tukey.
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3. Efeitos do EAS sobre o peso do baco dos animais

Os resultados do pré-tratamento por 10 dias com EAS sobre o peso do
baco de animais normais e infectados com uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (5x10° bactérias/animal) estdo representados na figura 5.

O peso do baco dos animais tratados com 10, 25 e 50mg/Kg do EAS nao
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle. O peso do bago de
animais tratados com 100mg/Kg foi semelhante ao peso do baco observado em
animais apenas infectado. No grupo de animais apenas infectado observamos um
aumento deste érgdo, sendo mais evidente nas 48 e 72 horas apds a infecgao
(P<0,001). Quando os animais foram previamente tratados com 10, 25 e 50mg/Kg
do EAS, a esplenomegalia foi prevenida, o que provavelmente justifica os valores

similares ao grupo controle.
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Figura 5. Efeitos do extrato de Angelica sinensis, administrado durante 10 dias
consecutivos, sobre o peso do baco de animais normais e infectados com Listéria
monocytogenes (5x10° i.p. bac/animal). A inoculacdo de Listéria monocytogenes
ocorreu 2h apds o ultimo tratamento em seguida os animais foram sacrificados 24,
48 e 72h apébs a infecgdo. O grupo controle recebeu agua. Os dados representam
a média + desvio padrao obtidos de 6 animais por grupo. * P<0,001 em relagéo ao
controle; *P<0,01 em relagédo ao infectado 24h; **P<0,001 em relacéo ao infectado

48h; ***P<0,001, em relagao ao infectado 72h. ANOVA — Teste Tukey.
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4. Efeitos do EAS na sobrevida de animais infectados com uma dose letal
de Listeria monocytogenes

Os resultados obtidos na avaliacdo da eficacia do EAS na sobrevida de
animais infectados com uma dose letal de Listeria monoctogenes (6x10°
bactérias/animal) estdo representados na figura 6.

Podemos observar que os animais apenas infectados, recebendo veiculo
(agua estéril por gavagem), apresentaram uma taxa de mortalidade de 100% até o
quinto dia apos a inoculagéo bacteriana. O pré-tratamento com as doses de 10, 25
e 50mg/Kg do EAS aumentou a resisténcia dos animais a Listeria monocytogenes,
resultando em aproximadamente 10, 20 e 30% de sobrevida, respectivamente
(P<0,001). Animais tratados com a dose de 100mg/Kg nao apresentaram

sobrevida significativa.
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Figura 6. Efeito profilatico do extrato de Angelica sinensis na sobrevida de animais
tratados com as doses de 10, 25, 50 e 100mg/Kg/dia durante 10 dias consecutivos
anteriores a inoculagdo com uma dose letal de Listeria monocytogenes (6x10°
bac/animal). Os animais foram observados durante 30 dias. P<0,001 para as
doses de 10, 25, 50 e 100mg/Kg em relacdo ao grupo controle (tratado com agua
estéril durante 10 dias e infectado), n = 20, Curva de Kaplan-Maier, Teste Log-

Rank.

43



5. Efeitos do EAS sobre os niveis de producao das citocinas INF-y e TNF-a
em animais normais e infectados com uma dose letal de Listeria

monocytogenes

As figuras 7 e 8 apresentam os niveis de INF-y e TNF-a obtidos em cultura de
macrofagos esplénicos. Este experimento foi realizado apenas com a dose de
50mg/kg (por ser a dose que apresentou melhor eficacia nos experimentos
anteriores) e com animais sacrificados 48h apo6s a infec¢do (tempo em que se
observa o pico da infec¢do). Nota-se que a infeccdo provoca um aumento nos
niveis Das duas citocinas. Um aumento significativo em relagdo ao grupo infectado
€ observado no grupo tratado e infectado, resultado consistente com a protegéao
observada no tratamento preventivo com EAS durante a sobrevida e com o maior

numero de CFU-GM na medula éssea (Fig. 2).
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Figura 7. Efeitos do tratamento com a dose de 50mg/Kg do extrato de Angelica
sinensis (EAS) sobre os niveis de INF-y em cultura de macréfagos esplénicos de
animais normais e infectados com 5x10° Listéria monocytogenes/animal.Os
animais foram tratados durante 10 dias consecutivos com EAS e sacrificados 48h
apés a infeccdo. O grupo controle recebeu agua estéril. Os dados representam a
média * desvio padrdo obtidos de 6 animais por grupo. + P<0,001 em relagdo ao
controle ndo infectado . *P<0,001 em relagédo ao controle nao infectado e infectado
48h.
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Figura 8. Efeitos do tratamento com a dose de 50mg/Kg do extrato de Angelica
sinensis (EAS) sobre os niveis de TNF-a em cultura de macréfagos esplénicos de
animais normais e infectados com 5x10° Listéria monocytogenes/animal.Os
animais foram tratados durante 10 dias consecutivos com EAS e sacrificados 48h
apés a infeccdo. O grupo controle recebeu agua esteril. Os dados representam a
média * desvio padrdo obtidos de 6 animais por grupo. + P<0,001 em relagdo ao

controle nao infectado . *P<0,001 em relagdo ao controle ndo infectado e infectado

48h.
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DISCUSSAO
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A necessidade de desenvolver terapias mais efetivas induziu um grande
nimero de investigadores a explorar novas fontes de compostos
farmacologicamente ativos. Plantas com propriedades imunomoduladoras
desempenham um papel importante nestas pesquisas, uma vez que, sao capazes
de aumentar 0s mecanismos de resposta imunolégica do hospedeiro
proporcionando protecao contra infecgdes oportunistas, freqliientes em pacientes
imunossuprimidos, como transplantados, em tratamento com drogas
imunossupressoras, quimioterapia e AIDS (Paulsen, 1998; Sheng, 2000b; Masihi,
2000).

Os granulocitos e macrofagos sao vitais para a defesa contra infecgdes
bacterianas (Cheers et al., 1988). Varios trabalhos demonstram que na listeriose,
a habilidade dos tecidos hematopoéticos em produzir e mobilizar fagdcitos para o
sitio da infeccdo € de central importancia na resposta imunoldgica primaria e
consequentemente na sobrevivéncia do animal (Wing et al., 1985; Cheers et al.,
1988; Kayashima et al,, 1993; Zhan et al., 1998). Durante esta fase, antes da
imunidade especifica, esses fagocitos infiltram os tecidos infectados limitando a
multiplicagdo bacteriana (Wing et al., 1984).

Em nosso laboratério, diversos trabalhos definiram a listeriose como um
modelo eficaz para o estudo de diversos tipos de compostos naturais nos varios
componentes da resposta imunoldgica do hospedeiro envolvidos na defesa contra
a Listeria monocytogenes, com énfase na habilidade de tecido hematopoético de
produzir e mobilizar fagécitos (Bincoletto e Queiroz, 1996; Quadros et al., 1999;
Dantas et al., 1999; Dantas e Queiroz, 1999; Queiroz et al., 2000a; Queiroz et al.,
2000b; Melo et al., 2001; Queiroz et al., 2001; Queiroz et al., 2003).
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Ja estd bem documentado na literatura que, durante a fase inicial da
infeccdo com Listeria monocytogenes ocorre uma reducao no numero de células
formadoras de col6nias de granulécitos e macréfagos (CFU-GM) na medula 6ssea
relacionada com uma massiva migracao destas células para o baco, observa-se
também esplenomegalia e um elevado nivel de fatores estimuladores de col6nias
no soro (CSFs) (Wing et al., 1984; Wing et al., 1985; Cheers et al., 1988; Cheers e
Stanley, 1988).

Sabe-se que estas células progenitoras podem migrar da medula éssea
através do sangue para outros tecidos hematopoéticos, como o baco, sitio de
replicacdo bacteriana, como parte da defesa do hospedeiro contra bactérias
intracelulares (Wing et al., 1985). A persistente elevagao dos niveis de CSFs serve
como estimulo constante para sustentar a sobrevivéncia, proliferagéo,
diferenciacdo e fungdo dos granulécitos e macréfagos, uma vez que o0s niveis
retornam ao normal quando a contagem bacteriana no figado e baco aproximam-
se de zero [Wing et al., 1984; Cheers et al., 1988; Kayashima et al., 1993; Zhan et
al., 1998; Guleria e Pollard, 2001; Jin et al., 2002).

Nossos resultados corroboram com estes dados, uma vez que observamos
com a administragdo de uma dose subletal de 5x10° Listeria monocytogenes por
animal, uma significativa redu¢cdo do numero de CFU-GM da medula 6ssea,
aumento do bago em 48 e 72 horas apds a infec¢do, e, um aumento agudo na
concentracdo de CSFs 24, 48 e 72 horas ap6s a infecgdo. A administracao de 10
25 e 50mg/Kg do extrato da Angelica sinensis (EAS) durante 10 dias antes da
inoculacao da bactéria, preveniu a redugdo do numero de CFU-GM da medula
0ssea. A hematopoese extramedular também foi prevenida, os niumeros de CFU-
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GM permaneceram nos patamares dos animais controles (ndo-infectados), além
disso, o peso do baco de animais tratados com 10, 25 e 50mg/Kg e infectados foi
significativamente menor do que o peso observado em animais apenas infectado,
sugerindo uma prevencao da esplenomegalia. A potencializacdo da atividade
estimuladora de col6nias, relacionada ao pré-tratamento com EAS, foi observada
nos 3 tempos apos a infeccdo. Além disso, os animais apenas tratados com EAS
nas doses de 10, 25 e 50mg/Kg demonstraram aumento significativo dos CSFs no
soro. Esses resultados foram consistentes com o efeito protetor do EAS
observado através de um experimento de sobrevida em animais infectados com
uma dose letal de 5x10° Listeria monocytogenes por animal, onde as doses de 10,
25, e 50mg/Kg resultaram respectivamente em 10, 20 e 30% de sobrevida e a
dose de 100 mg/Kg ndo apresentou taxa de sobrevida significativa. Ocorreu um
aumento crescente da atividade do EAS onde a dose biologica ativa 6tima foi a de
50mg/kg. Para a dose de 100mg/Kg observou-se uma queda na atividade do EAS,
sugerindo uma resposta dose-dependente.

O preciso mecanismo pelo qual a Angélica sinensis aumenta a taxa de
sobrevida dos animais infectados com uma dose letal de Listeria monocytogenes
nao esta totalmente elucidado, mas observa-se que o aumento no ndmero de
CFU-GM na medula é6ssea favorece a sobrevivéncia dos animais apds a
inoculacao bacteriana (Wing et al., 1984; Cheers et al., 1988; Cheers e Stanley,
1988). O camundongo C57BL € geneticamente resistente a Listeria
monocytogenes e contém pelo menos o dobro de CFU-GM na medula 6ssea que
o Balb/c, antes e depois da infeccdo. A resposta inflamatéria nesta infeccédo é o
influxo de fagécitos para o sitio da infeccao, sendo que isto ocorre precocemente
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no C57BL em conseqiiéncia do alto niumero de precursores hematopoéticos na
medula e bago desta linhagem resistente (Cheers et al., 1978; Cheers e Mckenzie,
1978; Young e Cheers, 1986; Wood et al., 1986). Aléem do que, a dose letal de
Listeria monoctogenes no Balb/c é 100 vezes menor que no C57BL/10 (Cheers et
al., 1988).

Estudos na literatura demonstram que a A. sinensis além de estimular a
producdo de CFS também é capaz de estimular a produgdo de citocinas como
TNF-a e INF-y (Hantano et al. 2004; Wang et al. 1996; Jean et al. 2000; Yang et
al. 2006) Macrofagos sao capazes de interagir com diversos produtos celulares da
resposta imune inata e adquirida. Destes produtos, destacam-se as citocinas TNF-
a e INF-y (originalmente chamado fator ativador de macré6fago), fundamentais no
controle de infecgdes. TNF-a € uma importante citocina produzida principalmente
por macréfagos ativados capaz de reforgar a explosdo oxidativa apés a fagocitose.
INF-y promove a atracdao de leucécitos e direciona o crescimento, maturacao, e
diferenciagéo de varios tipos celulares, fortalece a atividade das células natural
killer (NK) e ativa algumas fung¢des das células B. Juntos TNF-a e INF-y atuam
sinergicamente (Bermudez 1993; Portnoy et al. 1989; Schroder et al. 2004). Os
resultados encontrados na determinagao dos niveis de TNF-a e INF-y em cultura
de macrofagos esplénicos estdo de acordo com a literatura. Estudou-se apenas a
dose de 50mg/Kg (por ser a mais eficaz nos demais experimentos) no ponto mais
critico da infeccdo (48h apos a inoculacdo de L. monocytogenes). O tratamento
com o extrato elevou significativamente os niveis de TNF-a e INF-y do grupo
apenas tratado em relagdo ao grupo controle. O extrato também elevou
significativamente os niveis de TNF-a e INF-y do grupo tratado e infectado em
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relacdo ao grupo apenas infectado. Nesse sentido o animal tratado com a A.
sinensis encontra-se mais protegido devido a um aumento nos niveis TNF-a e
INF-y antes e depois da infeccao.

A producao adicional de CSFs no soro de animais pré-tratados com EAS,
em comparagcdo ao grupo somente infectado pode estar contribuindo para a
producdo e migracdo dos neutréfilos e macréfagos durante a infecgdo. Estes
resultados sugerem que EAS modula a atividade imune de forma indireta e
provavelmente inibe a atividade supressora da LM por induzir um aumento na
reserva de progenitores mieldide da medula éssea em conseqiéncia de uma
liberacao ativa de citocinas (CFS, INF-y e TNF-a).

Visto que, a Angelica sinensis preveniu a mielossupressao induzida pela
infeccdo, ndés podemos sugerir que a administragdo do seu extrato pode ser util
como adjuvante na profilaxia de infeccées oportunistas e redugcdo dos efeitos

colaterais provocados por terapias imunossupressoras.
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CONCLUSAO

O presente estudo sobre os efeitos do extrato de Angélica sinensis (EAS),

demonstrou:

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

causada pela infeccao

- Prevencéo da hematopoese extramedular nos animais infectados
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- Aumento na atividade estimuladora de colbnias no soro de animais

infectados

- Aumento nos niveis de TNF-a e IFN-y em cultura de macréfagos
esplénicos.

- Aumento na sobrevida de animais infectados
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