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PIPOCA......  

―...comidas, para mim, são entidades oníricas. Provocam a minha capacidade de  

sonhar. Nunca imaginei, entretanto, que chegaria um dia em que a pipoca iria me fazer  

sonhar. Pois foi precisamente isso que aconteceu.   

A pipoca é um milho mirrado, sub-desenvolvido. Fosse eu agricultor ignorante, 

e  se no meio dos meus milhos graúdos aparecessem aquelas espigas nanicas, eu ficaria 

bravo e trataria de me livrar delas. Pois o fato é que, sob o ponto de vista de tamanho, os 

milhos da pipoca não podem competir com os milhos normais. Não sei como isso  

aconteceu, mas o fato é que houve alguém que teve a idéia de debulhar as espigas e 

colocá-las numa panela sobre o fogo, esperando que  assim os grãos amolecessem e 

pudessem ser comidos. Havendo fracassado a experiência com água, tentou a gordura. 

O que aconteceu, ninguém jamais poderia ter imaginado. Repentinamente os grãos 

começaram a estourar, saltavam da panela com uma enorme barulheira. Mas o 

extraordinário era o que acontecia com eles: os grãos duros quebra-dentes se 

transformavam em flores brancas e macias que até as crianças podiam comer. O estouro 

das pipocas se transformou, então, de uma simples operação culinária, em uma festa, 

brincadeira, molecagem, para os risos de todos, especialmente as crianças. É muito 

divertido ver o estouro das pipocas!  

Mas a transformação só acontece pelo poder do fogo. Milho de pipoca que não 

passa pelo fogo continua a ser milho de pipoca, para sempre. Assim acontece com a 

gente. As grandes transformações acontecem quando passamos pelo fogo. Quem não 

passa pelo fogo fica do mesmo jeito, a vida inteira. São pessoas de uma mesmice e 

dureza assombrosa. Só que elas não percebem. Acham que o seu jeito de ser é o melhor 

jeito de ser. Mas, de repente, vem o fogo. O fogo é quando a vida nos lança numa 

situação que nunca imaginamos. Dor. Pode ser fogo de fora: perder um amor, perder um 

filho, ficar doente, perder um emprego, ficar pobre. Pode ser fogo de dentro. Pânico, 

medo, ansiedade, depressão - sofrimentos cujas causas ignoramos. Há sempre o recurso 

aos remédios. Apagar o fogo. Sem fogo o sofrimento diminui. E com isso a 

possibilidade da grande transformação.  

Em Minas, todo mundo sabe o que é piruá. Falando sobre os piruás com os 

paulistas descobri que eles ignoram o que seja. Alguns, inclusive, acharam que era 

gozação minha, que piruá é palavra inexistente. Cheguei a ser forçado a me valer do 

Aurélio para confirmar. Com certeza tem uma explicação científica para os piruás. Mas, 

no mundo da poesia as explicações científicas não valem. Por exemplo: em Minas 

‗piruá‘ é o nome que se dá às mulheres que não conseguiram  casar. Mas acho que o 

poder metafórico dos piruás é muito maior. Piruás são aquelas pessoas que, por mais 

que o fogo esquente, se recusam a mudar. Elas acham que não pode existir coisa mais 

maravilhosa do que o jeito delas serem. Ignoram o dito de Jesus: ‗Quem preservar a sua 

vida perde-la-á.‘ A sua presunção e o seu medo são  a dura casca do milho que não 

estoura. O destino delas é triste. Vão ficar duras a vida inteira. Não vão se transformar 

na flor branca macia. Não vão dar alegria para ninguém. Terminado o estouro alegre da 

pipoca, no fundo da panela ficam os piruás que não servem para nada. Seu destino é o 

lixo. Quanto às pipocas que estouraram, são adultos que voltaram a ser crianças e que 

sabem que a vida é uma grande brincadeira‖.  (Rubem Alves, O amor que acende a lua). 

 

 



 

 

 

 

―O dia mais belo: hoje  

A coisa mais fácil: errar  

O maior obstáculo: o medo  

O maior erro: o abandono  

A raiz de todos os males: o egoísmo  

A distração mais bela: o trabalho  

A pior derrota: o desânimo  

Os melhores professores: as crianças  

A primeira necessidade: comunicar-se  

O que traz felicidade: ser útil aos demais  

O pior defeito: o mau humor  

A pessoa mais perigosa: a mentirosa  

O pior sentimento: o rancor  

O presente mais belo: o perdão  

o mais imprescindível: o lar  

A rota mais rápida: o caminho certo  

A sensação mais agradável: a paz interior  

A maior proteção efetiva: o sorriso  

O maior remédio: o otimismo  

A maior satisfação: o dever cumprido  

A força mais potente do mundo: a fé  

As pessoas mais necessárias: os pais  

A mais bela de todas as coisas: O AMOR!!!‖   Madre Tereza de Calcutá 
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RESUMO  

A Salmonelose é uma doença causada pela bactéria entérica do gênero Salmonella, uma 

das principais doenças infecciosas em todo o mundo. Devido à importância dessa 

infecção frente aos hábitos alimentares, a busca de um novo composto que possa 

contribuir com a terapia atual contra a inflamação intestinal causada pela Salmonelose é 

de grande valia. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento 

com o extrato etanólico da Harpagophytum procumbens (Hp) na salmonelose intestinal 

murina. Neste estudo foram realizadas contagens das células totais e diferenciais 

(leucócitos, neutrófilos e células mononucleares), dosagem de citocinas (TNF-α, IL-12, 

IL-10 e IL-4) e analise histopatológica do fígado e intestino delgado ( 3º e 7º dia após a 

infecção) em animais tratados ou não com Hp. Os animais foram divididos em grupos: 

somente infectado (SE), infectado e tratado com Hp (SE+HP) e controle (C). 

Camundongos Balb/c (fêmeas) foram infectados (v.o.) com S. Enteritidis ATCC 13076 

(1x10
8
 UFC – 100 μL/animal). O grupo SE+HP foi tratado com 150 μg/animal com Hp 

diariamente. O anatomopatológico do fígado e intestino delgado foi preparado e corado 

com HE. Nossos achados mostraram que, houve aumento de leucócitos, 

especificamente células mononucleares nos diferentes compartimentos analisados 

(sangue e LPC), aumento de neutrófilos no sangue nos animais infectados com SE no 7º 

dia após infecção. Entretanto, o tratamento com Hp foi capaz de modular negativamente 

o recrutamento de células mononucleares no 7º dia para a cavidade peritoneal e 

modulou negativamente o numero de neutrófilos no sangue no mesmo período. Os 

níveis de TNF-α apresentaram diminuição no 7º dia após tratamento com Hp, sugerindo 

um efeito biológico - down regulation - do processo inflamatório nesses animais. Além 

disso, observamos também que, animais tratados com Hp e infectados com SE tiveram 

redução no número de neutrófilos e células mononucleares no sangue e diminuição de 

IL-12. A produção de IL-4 apresentou aumento no grupo SE+HP sugerindo que animais 

infectados por S. Enteretidis e tratados com H. procumbens parece favorecer um 

microambiente que direcione o perfil da resposta imune de Th1 para Th2, visto que a 

IL-12 apresentou diminuição. A IL-10 tem efeitos regulatórios importantes sobre as 

respostas imunológicas e inflamatórias, sendo predominantemente mediada por 

macrófagos. Nossos resultados mostram aumento de IL-10 nos animais infectados com 

SE, e esse aumento parece estar relacionado com a gravidade da salmonelose. O 

tratamento com Hp estimulou atividade inibitória de IL-10, favorecendo discreta 

inibição do processo inflamatório, no 7º dia após a infecção. Nas analises 

histopatológicas do fígado observamos que, não houve diferença entre os grupos, 

sugerindo uma infecção local, visto que a hemocultura foi negativa, portando não houve 

infecção sistêmica. No intestino delgado observou após 72 h no grupo SE discreto 

enrugamento deste epitélio, o que sugere a invasão da S. Enteritidis, sendo observado 

também hipertrofia da parede das vilosidades e discreto infiltrado inflamatório. Nos 

animais que receberam tratamento com Hp houve uma redução da hipertrofia das 

vilosidades com preservação da arquitetura intestinal 7 dias após a infecção. Assim, 

sugerimos um possível papel da Hp em modular fatores imunológicos envolvidos no 

recrutamento de células inflamatórias no intestino de animais infectados com SE, 

favorecendo discreta modulação do processo inflamatório neste modelo. 
 

Palavras-chave: Harpagophytum procumbens, Salmonelose, Salmonella Enteritides, atividade 

anti-inflamatória, interleucina. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Salmonellosis is an illness caused by bacteria of the genus Salmonella, a leading infectious 

disease worldwide. Due to the importance of this infection forward to eating habits, the search 

for a new compound that can contribute to current therapy against intestinal inflammation 

caused by Salmonellosis is of great value. The goal of this research was evaluate of this 

treatment effect with extract of Harpagophytum procumbens ( Hp ) in murine intestinal 

salmonellosis . In this research were realized counting of total cells and differential cell ( 

leukocytes, neutrophils and mononuclear cells) , dosages of cytokines (TNF- α , IL-12 , IL-10 

and IL-4 ) and histopathological analysis of the liver and small intestine, at third and seventh 

day after the infection on animals treated with Hp and with animals didn’t treated with. The 

animals were divided in: infected ( SE ) , infected and treated with Hp ( SE + HP ) and control 

group( C ). Balb / c mice ( female) were infected ( v.o ) with S. Enteritidis ATCC 13076 ( 1x10
8
 

UFC - 100 mL / animal) . The SE + HP group was treated with 150 mg / animal daily with Hp . 

The pathology of the liver and small intestine was prepared and stained with HE. Our results 

showed that there was an increase of leukocytes, specifically mononuclear cells analyzed in 

different compartments ( blood and CSF ), increased neutrophils in the blood in animals 

infected with SE on day 7 after infection. However, treatment with Hp was able to down 

modulate the recruitment of mononuclear cells on day 7 into the peritoneal cavity and 

negatively modulates the number of neutrophils in the same period. The levels of TNF-α showed 

a decrease on day 7 after treatment with Hp, suggesting a biological effect - down regulation - 

the inflammatory process in these animals . Furthermore, we also observed that animals treated 

with Hp infected with SE had a reduction in the number of neutrophils and mononuclear cells in 

the blood and decrease of IL -12. The production of IL-4 showed an increase in the + SE group 

HP suggesting that animals infected with S. Enteretidis and treated with H. procumbens 

appears to favor a microenvironment that directs the immune response profile of Th2 to Th1, 

whereas IL- 12 showed a decrease. IL- 10 has important regulatory effects on immunological 

and inflammatory responses mediated predominantly by macrophages. Our results show an 

increase of IL-10 in animals infected with SE, and this increase seems to be related to the 

severity of salmonellosis. Treatment with Hp stimulated inhibitory activity of IL - 10, favoring 

slight inhibition of the inflammatory process, on day 7 after infection. In the histopathological 

analysis of the liver observed that there was no difference between the groups, suggesting a 

local infection, since the blood culture was negative, carrying no systemic infection. In the small 

intestine was observed after 72 h in the SE group discrete wrinkle this epithelium, suggesting 

the invasion of S. Enteritidis, which was also observed hypertrophy of the wall of the villi and 

mild inflammatory infiltrate. In animals that received treatment with Hp hypertrophy was 

reduced with preservation of the villi of the intestinal architecture 7 days after infection. Thus, 

we suggest a possible role of Hp in modulating immune factors involved in the recruitment of 

inflammatory cells in the intestine of animals infected with SE, favoring discrete modulation of 

the inflammatory process in this model. 

Keywords: Harpagophytum procumbens, Salmonellosis, Salmonella Enteritides, anti - 

inflammatory activity, interleukin. 
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1. INTRODUÇÃO    

 

A globalização da economia originou a mobilização intensa das populações em 

viagens internacionais e importação de vários produtos. A importação de alimentos de 

origem animal propiciou a partir dos anos 80 a disseminação de uma bactéria, 

relacionada a ovos e aves, a Salmonella (Divisão de Doenças de Transmissão Hídrica e 

Alimentar – Centro de Vigilância Epidemiológica, 2008). No Brasil há relatos de 

contaminação por Salmonella variando de 9,15% a 86,7%, o que provavelmente ocorreu 

devido às deficiências de saneamento básico, aliadas ao precário controle de qualidade 

de algumas indústrias alimentícias e de pequenos abatedouros de aves (KEHL, 2007). 

Embora muitos estudos sobre a virulência e resistência da Salmonella, estejam sendo 

realizados, notamos a falta de investimento na descoberta de novos antimicrobianos 

contra essa bactéria (Divisão de Doenças de Transmissão Hídrica e Alimentar – Centro 

de Vigilância Epidemiológica, 2008).      

Curiosamente, de todos os fármacos disponíveis na terapêutica, em torno de 25 – 

30% são produzidos a partir de produtos naturais (plantas, micro-organismos e animais) 

ou derivados destes. Evidências de companhias farmacêuticas mostram que, para 

algumas doenças complexas, os produtos naturais representam uma fonte extremamente 

valiosa para a produção de novas entidades químicas (CALIXTO & SIQUEIRA, 2008). 

Dentre as plantas estudadas mundialmente, a Harpagophytum procumbens vem sendo 

utilizada por diferentes povos ao redor do mundo. Sendo que, seu uso foi iniciado pelos 

povos indígenas da África há séculos, por apresentar uma notável atividade anti-

inflamatória (WEGENER, 2000). Após estudo foi sugerido que esta planta possui um 

efeito antibacteriano (WECKESSER, 2007), o que estimula a investigação sobre seus 

princípios ativos nesta área, favorecendo assim a escolha desta planta para as nossas 

pesquisas. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 Salmonella sp - Breve histórico  

 

A história da Salmonella pode ser contada desde 1643, quando Thomas Willis 

descreveu de uma forma rudimentar o agente patogênico que causava a febre tifóide 

(LEDERMANN, 2003). Mas somente no século XIX, com a descoberta do Bacterium 

typhi por Eberth e Gaffky foi descrita sua verdadeira etiologia. A Salmonella foi 

descrita pela primeira vez em 1880 por Eberth e cultivados em 1884 por Gaffky 

(CORRÊA & CORRÊA, 1992; MILLER et al., 1995; DARWIN & MILLER, 1999).  

Em 1885, o bacteriologista e veterinário, Dr. Daniel Elmer Salmon, isolou e 

descreveu um bacilo em suínos, que erroneamente foi denominado de ―bacilo da peste 

suína‖ (Bacillus cholerae suis). Em 1888, Gartner isolou uma bactéria de um individuo 

morto por gastrenterite, que possivelmente tenha ingerido carne crua de uma vaca 

doente. Mais tarde, essa bactéria foi denominada de Bacillus enteridis (MERCHANT & 

PARKER, 1980). 

No século XX, as investigações de Schotmuller e, logo em seguida, de Bryon e 

Kayser, iniciaram a separação dos agentes causadores das febres tifóides, incorporando 

e diferenciando outras espécies. Foi durante este século que outras descobertas foram 

acrescentando mais espécies ao gênero Salmonella (LEDERMANN, 2003), e em 1900, 

Lignièeres propôs o nome genérico Salmonella em homenagem a Dr. Salmon 

(MERCHANT & PACER, 1980). 

 

2.1.1 O gênero Salmonella 

 

O gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae e é caracterizado 

pela morfologia de bastonete, medindo de 0,7 a 1,5 μm por 2 a 5 μm, capazes de 

fermentar glicose, reduzir nitratos em nitritos e não produz citocromo oxidase (BOPP, 

1999; MACFADDIN, 2000; FORBES, 2002). No teste de coloração de Gram reage 

negativamente. Em geral, apresenta motilidade através de flagelos peritriquios, seu 

comportamento é anaeróbio facultativo e a temperatura de crescimento fica em torno de 

37º C. O processo de replicação ocorre de modo mais satisfatório na faixa de pH entre 
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4,5 e 9,5, além de apresentar mecanismos de adaptação a condições ambientais adversas 

(D´AOUST, 2001). As salmonelas são capazes de resistir por até nove meses sob solos 

úmidos, na água e em insumos. Todavia são sensíveis à luz solar e aos desinfetantes 

mais utilizados nas indústrias, tais como: fenóis, clorados e iodados. Entretanto, são 

inativadas quando ficam pelo menos por cinco minutos a 60º C (OLIVEIRA, 1995).  

Atualmente a Organização Mundial de Saúde (OMS), através do Centro de 

Colaboração da Organização Mundial da Saúde (OMS-Salm) tem como classificação 

moderna, baseada no estudo do DNA, três espécies de Salmonella: Salmonella enterica, 

subdividida em 6 subespécie: S. enterica, S. salamae, S. arizonae, S. diarizone, S. 

houtenae e  S. indica; Salmonella bongori (POPOFF & LE MINOR, 1997) e Salmonella 

subterranea  (SHELOBOLINA et al., 2004) (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Número de sorotipos presentes em cada espécie e subespécie de Salmonella. 

Espécie Subespécie N
o
 de Sorotipos 

Salmonella enterica  2.557 

  enterica 1.531 

  salamae 505 

  arizonae 99 

  diarizone 336 

  houtenae 73 

 indica 13 

Salmonella bongori  22 

Salmonella subterranea  1 

Total  2.580 

Fonte: GRIMONT & WEILL (2007); MARTINS, (2010). 
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Com relação à nomenclatura oficial, os nomes devem ser colocados em itálico e 

a primeira letra deve ser escrita em letra maiúscula. Ex: Salmonella enterica subesp. 

enterica sorovar Enteridis ou apenas Salmonella Enteritidis (HOLT et al., 1994; 

POPOFF & LE MINOR, 1997).  

 

2.1.2 Classificação da Salmonella 

 

Em meados do século XX, a classificação das bactérias do gênero Salmonella 

era bastante confusa. Foi a partir de 1925, com a utilização de provas sorológicas, as 

bactérias do gênero Salmonella passaram a ser mais estudadas. Neste período, foram 

descritos aproximadamente 900 sorotipos de Salmonella, classificados através da 

terminologia de White, dando origem ao esquema de Kaffmann-White - reconhecido a 

partir de 1932 - o qual propõe um esquema de classificação com base na identificação 

sorológica (sorotipos ou sorovares) dos antígenos (Ag): O (somático/ LPS), designados 

por números arábicos; H (flagelos) designados por letras minúsculas e por números 

arábicos; K (capsular) com apenas um tipo imunológico encontrado na Salmonella 

Typhy, Salmonella Dubin e Salmonella Hirschfeldii (CORRÊA & CORRÊA, 1992; 

HOLT et al., 1994; FRANCO & LANDGRAF, 1996; POPOFF & LE MINOR, 1997; 

CAFFER & TERRAGNO, 2001; POPPOF, 2001; CAMPOS, 2002). 

As fórmulas antigênicas da Salmonella que se descrevem atualmente como 

pertencentes ao esquema de Kauffmann-White- Le Minor, pois Le Minor descreveu a 

maioria dos sorovares existentes (MARTINS, 2010) (Tabela 2). 
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Tabela 2- Classificação para as principais espécies de Salmonella sp pelo esquema 

Kaffmann-White - Le Minor. 

 

Fonte: GRIMONT & WEILL (2007); MARTINS (2010). 

  

De acordo com Tizard (1985), as principais estruturas antigênicas da superfície 

bacteriana são: parede celular, cápsula e flagelos. A parede celular de organismos 

Gram-negativos é uma estrutura polissacarídica-lipídica-proteíca; os antígenos da 

parede celular são tóxicos (endotoxinas) e coletivamente classificados como antígeno O; 

e os flagelos bacterianos consistem em proteínas totalmente antigênicas conhecidas 

como antígeno H (Figura 1). 
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Figura 1- Estruturas antigênicas da Salmonella enterica: Flagelo (Ag H): antígenos flagelares; Ag O: 

antígeno de parede ou antígeno somático; Cápsula (Ag K) antígeno de ―Kunin‖; Fímbrias: estão 

associadas à adesão em diferentes células epiteliais; Proteínas de superfície: esta proteína liga-se aos 

tecidos humanos; Endotoxina: LPS; Sideróforos: são capazes de retirar o ferro das proteínas carreadoras. 

Fonte: Imagem adaptada MADINGAN (2004).  

 

2.1.3 Salmonelose 

 

A Salmonelose é uma doença causada pela bactéria entérica Salmonella, sendo 

uma das principais causas de doenças infecciosas em todo o mundo (CASADESÚS, 

2011). Infecções por diferentes sorotipos de Salmonella podem resultar em 

manifestações clínicas variadas, além de complicações como febre entérica, 

gastroenterite, bacteremia, infecção vascular, osteomielite, artrite, cistite, meningite, 

endocardite, pericardite e pneumonia (GILLIGAN, 1992; THRELFALL et al., 1992; 

GUERRANT et al., 2001; MILLER, 1995; SCHELD & SANDE, 1995; LINDSAY, 

1997; DARWIN & MILLER, 1999; BUTLER, 2000; KAYE, 2000; MAHON & 

MANUSELIS, 2000; VIDAL et al., 2003).  
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A Organização Mundial de Saúde (OMS) divide o gênero Salmonella em dois 

grupos, de acordo com sintomas e doenças que essas promovem. O primeiro grupo 

inclui a febre tifóide e as febres entéricas causadas por Salmonella Typhi e Salmonella 

Paratyphi (A, B e C), respectivamente. O segundo grupo constitui doenças causadas 

pelas Salmonella não tifóides, ou seja, enterocolites ou salmoneloses (ICMSF, 2000; 

TRABULSI et al., 2008).  

Na infecção causada por Salmonella não tifóide, a gastrenterite com diarréia é o 

principal sintoma e a manifestação clínica mais freqüente (DARWIN & MILLER, 1999; 

KAYE, 2000; MAHON & MANUSELIS, 2000). O período de incubação, geralmente, é 

de 12 a 36 horas e os sintomas incluem dor abdominal, náusea e diarréia aquosa, 

raramente com muco ou sangue, e com aumento de leucócitos nas fezes diarréicas. 

Outros sintomas como anorexia, vômito e dores de cabeça também podem ocorrer, 

assim como febre baixa de curta duração (menos de 48 horas), freqüentemente 

acompanhada de gastrenterite. A diarréia geralmente é auto limitada, com redução 

gradativa dos sintomas em cerca de cinco dias, podendo se agravar em crianças, idosos 

e indivíduos imunossuprimidos, devido à maior variabilidade de atividade na resposta 

imunológica nestes (D‘AOUST, 1991; MILLER et al., 1995).  

 

2.1.4 Patogenia da Salmonelose 

 

A contaminação com Salmonella pode ocorrer geralmente pela ingestão de água 

e/ou alimentos contaminados (QUINN, 1994). Após atravessar a barreira epitelial, as 

bactérias infectam preferencialmente fagócitos no interior da lâmina própria (MONAK 

et al., 2004), continuam a se multiplicar e são seqüestradas nos linfonodos regionais e, 

após a invasão, as extremidades das vilosidades contraem e são invadidas por 

neutrófilos (FRANCO & LANDGRAF, 1996). Se a espécie da Salmonella provocar 

apenas gastrenterite, a infecção pode ser auto-limitada e não prosseguir para além da 

lâmina própria. No entanto, na febre tifóide, a Salmonella infecta fagócitos e tem acesso 

ao sistema linfático e a corrente sanguínea, o que permite que se disseminem  para o 

fígado e baço (VASQUEZ-TORRES et al., 1999), além de poder persistir na vesícula 

biliar e medula óssea (SINNOTT & TEALL, 1987; WAIN et al., 2001). 
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2.1.5 Epidemiologia da salmonelose 

 

A história da Salmonella já demonstra sua importância há séculos, sendo 

relatada como causadora de doença há muitos anos (LAX et al., 1995). A entrada de 

Salmonella Enteritidis no Brasil provavelmente ocorreu no final da década de 80, 

através da importação de matrizes de animais contaminadas dos Estados Unidos e 

União Européia (BARROW, 1993; IRINO, 1996; HUMPHREY, 2004). Até o início de 

1990, a Salmonella Enteritidis era uma bactéria, raramente encontrada em amostras 

humanas. Em 1993 respondeu por cerca de 10% dos sorotipos de Salmonella isolados 

de amostras humanas e a partir de então passou a predominar tanto em fontes humanas 

como não-humanas (TAUNAY et al., 1996). Em 1994 e 1995 a Salmonella Enteritidis 

correspondeu respectivamente, a 43% e 65% dos sorotipos de Salmonella isolados de 

humanos em São Paulo (TAUNAY et al., 1996).  

A ocorrência de surtos de salmonelose relacionadas a restaurantes foram 

freqüentemente relacionadas ao uso de ovos contaminados na preparação dos alimentos 

nesses estabelecimentos (GIRAUDON et al., 2008;  PERESI et al., 1998). Foram 

descritos surtos de salmonelose ocorridos entre julho de 1993 e 1997 na região noroeste 

do estado de São Paulo. No período anteriormente citado ocorreram 906 casos com 295 

hospitalizações. O principal alimento associado à ocorrência dos surtos foram ovos, 

representando 41,7% dos alimentos envolvidos. Um estudo realizado pelo Centro de 

Vigilância Epidemiológica - SES/SP com base em notificações de surtos e levantamento 

de diagnóstico laboratorial no período de 1999 a 2007, mostrou que grande parte dos 

surtos de diarréia causados por bactéria no Estado de São Paulo é devido a Salmonella 

sp, sendo que a Salmonella Enteritidis representa 43,2% desses surtos. Em estudos 

laboratoriais, a partir de testes moleculares, observou‐se que mais de 70% das 

Salmonella sp são Salmonella Enteritidis, mostrando que essa bactéria é a principal 

responsável pelos surtos bacterianos detectados nas doenças intestinais 

(Divisão de Doenças de Transmissão Hídrica e Alimentar - Centro de Vigilância 

Epidemiológica, 2008). WELKER et al (2010) analisaram 186 surtos de doenças 

veiculadas por alimentos, novamente a Salmonella sp foi o principal micro-organismo 

identificado (37%), ao avaliar os alimentos relacionados, verificaram que os produtos 

cárneos foram os principais envolvidos nos surtos investigados.  
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O órgão responsável pela vigilância epidemiológica das Doenças Transmitidas 

por Alimentos (DTA) é a Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS). O último relatório 

da Secretaria de Vigilância Sanitária (2000-2011) apontou a Salmonella como o 

principal micro-organismo associado a surtos alimentares (Figura 2), ovos e produtos a 

base de ovos e alimentos mistos em alimentos envolvidos nos surtos alimentares (Figura 

3) (Secretaria de Vigilância em Saúde, 2011). 
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Figura 2 - Agentes etiológicos identificados por surto no Brasil entre os anos de 2000 e 

2011. 
Fonte: UHA/CGDT/DEVEP/SVS/MS, 2011. 

 

 

 

 

 

 Figura 3 - Relação de alimentos envolvidos nos surtos alimentares no Brasil entre os anos 

de 2000 e 2011. 

Fonte: UHA/CGDT/DEVEP/SVS/MS, 2011 
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Devido à vasta extensão territorial, o Brasil apresenta o sistema de notificação de 

doenças transmitidas por alimento ainda insuficiente e os números totais de notificação 

de casos de infecção por Salmonella não são reais (KAKU et al., 1995; JAKABI et al., 

1999). A identificação precoce de surtos, de sua epidemiologia e fatores que contribuem 

para sua ocorrência, é uma prioridade na investigação e fornece subsídios importantes 

às ações de controle e prevenção. A vigilância epidemiológica identifica patógenos de 

surtos de diarréia, vias de transmissão e fatores de risco é essencial para as ações de 

vigilância sanitária, fornecendo subsídios para intervenções adequadas em práticas de 

preparação de alimentos, programas de educação de manipuladores, conscientização dos 

consumidores e revisão de regulamentos sanitários. Somado a isso, contribui para a 

melhoria do atendimento médico ao paciente, para mudança de condutas no tratamento 

da doença, para a redução de riscos de morbidade e mortalidade, prevenção e controle 

de surtos, entre outras (Boletim Epidemiológico Paulista - Secretaria de Estado da 

Saúde, 2004). 

 

2.1.6 Resposta imune na salmonelose  

 

O sistema imunológico, fundamental na defesa e equilibrio do organismo, é 

constituído por uma grande variedade de células, moléculas, múltiplos fatores solúveis 

(como proteínas, citocinas e mediadores inflamatórios), tecidos linfóides, além de 

apresentar especificidades e organização própria. Todos estes componentes favorecem 

uma resposta imunológica efetiva e bem organizada, que visa ―defender‖ o organismo 

da agressão externa e preservar o seu equilíbrio funcional, tendo por finalidade manter a 

homeostase do organismo, combatendo as agressões em geral (REGO, 2010).  

Para lidar com a constante estimulação de toxinas e antígenos, o intestino 

evoluiu para um mecanismo altamente organizado e eficiente para o processamento 

antigênico, imunidade celular e imunidade humoral. O tecido linfóide associado ao 

intestino (GALT) está localizado em três áreas: nas placas de Peyer, nas células 

linfóides da lâmina própria e nos linfócitos intra-epiteliais (ACHESON & LUCCIOLI, 

2004; REGO, 2010). As placas de Peyer são nódulos linfáticos não-encapsulados que 

constituem um ramo aferente do tecido linfóide associado ao intestino, que reconhece 
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antígenos através de um mecanismo especializado, as células das microdobras (células 

M) contidas no tecido linfóide associado. As células M capturam moléculas e partículas 

do lúmen do intestino por endocitose ou fagocitose para o lado basolateral do epitélio, 

que está em contato direto com os tecidos linfóides podendo iniciar uma resposta 

imunológica (NEUTRA et al., 2003). Devido à falta de glicocálice de superfície e a sua 

elevada atividade de endocitose, as células M transferem o material da endocitose para 

as células dentriticas (DCs) que pode induzir respostas de células T (MITTRUCKER & 

KAUFMANN, 2000; JANEWAY et al., 2002; MACPHERSON & HARRIS, 2004; 

MACPHERSON & UHR, 2004). Existem duas vias principais para as bactérias para 

atravessar o epitélio intestinal, a primeira envolve células M, enquanto que na segunda 

as bactérias desenvolvem a capacidade de atacar o epitélio. Na primeira via ao invadir 

as células M, a Salmonella induz modificações na membrana da célula hospedeira, 

promovendo seu próprio ―englobamento‖ (THIENNIMITR et. al., 2011). A segunda via 

é a interação da Salmonella com o epitélio, o que resulta não somente na invasão das 

células epiteliais, mas também na produção de uma variedade de moléculas 

sinalizadoras nas células epiteliais, havendo a indução de uma reação inflamatória 

aguda e a transmigração de leucócitos através do epitélio (OWEN, 1999; 

SANSONETTI & PHALIPON, 1999; CASADESÚS, 2011) (Figura 4).  
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Figura 4 - Estratégias que permitem a Salmonella atravessar a barreira intestinal, sobreviver nos 

tecidos intestinais e espalhar sistemicamente. 

Fonte: MONACK et al. 2004 

 

 

Embora, a translocação através das células M parece ser um processo fácil para 

estes micro-organismos, a sobrevivência das bactérias nas placas de Peyers é um 

desafio. As bactérias que entram enfrentam um denso grupo de células fagocíticas, tanto 

residentes quanto aquelas que são rapidamente recrutadas, como os neutrófilos 

(KELSALL & STROBER, 1996). Isto evidencia que os micro-organismos invasores 

não só precisam atravessar a camada epitelial, mas também necessita resistir às defesas 

imunológicas inatas para poderem sobreviver à fagocitose e à morte e, assim, 

estabelecer estratégias para manter a infecção. No entanto a Salmonella estabelece outro 

padrão de interação, envolvendo uma combinação de estratégias extra e intracelulares 

que dependem de expressões de um Sistema de Secreção do Tipo III (TTSS) 

(SANSONETTI, 2004). A interação inicial entre a bactéria e as células epiteliais do 

hospedeiro não são muito conhecidas, mas sabe-se que estão envolvidos o TTSS e Ilhas 

de Patogenicidade (IP) (BARROW et al., 2010). O TTSS é um complexo de sistemas de 

proteínas presentes em todas as bactérias Gram-negativas (MIRMONENI et al., 2008). 

Nas bactérias patogênicas este complexo serve como um canal para secreção de 

proteínas efetoras para o interior da célula eucariótica. Estas proteínas possuem 

propriedades que auxiliam a bactéria infectar as células do hospedeiro (HUECK, 1998). 
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A maioria dos fatores de virulência das bactérias do gênero Salmonella está 

codificada em genes agrupados IPs (VIEIRA, 2009), que nestas bactérias são chamados 

de Ilha de Patogenicidade da Salmonella (SPI) (BARROW et al., 2010). Diferentes 

genes associados à virulência da Salmonella estão presentes nas SPIs. A SPI-1 possui 

genes que codificam proteínas para o TTSS (VIEIRA, 2009), e a invasão e 

sobrevivência da Salmonella nas células hospedeiras estão relacionadas com uma série 

de proteínas bacterianas, que chegam até o citoplasma da célula hospedeira através de 

sistema de secreção (MIRMOMENI et al., 2008). A principal função da SPI-1 é 

conferir uma maior capacidade de invasão da célula hospedeira pela bactéria 

(HANSEN-WESTER; HENSEL, 2001). A SPI-2 é composta por duas diferentes 

porções, uma delas presente apenas nos sorovares da S. enterica e outra comum às 

espécies S. bongori e S. enterica. A porção maior está relacionada com outro tipo de 

TTSS, que é ativado pela bactéria quando já está dentro da célula do hospedeiro, ao 

contrario do TTSS da SPI-1 (HENSEL, 2004). O TISS da SPI-2 transporta proteínas 

que protegem a bactéria dos mecanismos de defesa permitindo que ela sobreviva dentro 

das células fagocíticas, especialmente os macrófagos (RYCHLIK et al., 2009; VIERIA, 

2009). As proteínas efetoras secretadas pelo TTSS da SPI-1 mediam os primeiros 

estágios da infecção, (GALLAN & COLLMER, 1999; WALLIS & GALLOW, 2000), 

enquanto que, aquelas secretas pelo TTSS da SPI-2 atuam na infecção sistêmica 

(HENSEL, 2000) (Figura 5). 
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Figura 5 – Salmonella x células intestinais. Aderência da Salmonella na célula epitelial, os genes da 

SPI-1 codificam proteínas para o TTSS resultando desarranjando as proteínas da bactéria e invasão pela 

bactéria. Os genes SPI-2 codificam proteínas para o TTSS que resultam na maturação da vesícula inicial 

para SCV. Os SCV são modificados, e migrando o SCV para perto do aparelho de golgi para servir como 

um nicho intracelular replicativo. Fonte: GILBREATH, 2011  

 

O circuito de sinalização que medeia à resposta epitelial de micro-organismos é 

baseado na detecção de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) 

(MEDZHITOV & JANEWAY, 2002), que são específicos e conservados para os 

componentes de procariotas, tais como LPS, a lipoproteína, peptidoglicano (PGN), 

ácido lipoteicóico, e flagelina. Deve notar-se que, os PAMPs são expressos tanto por 

micro-organismos comensais e quanto por patogênicos. Os PAMPs são reconhecidos 

pelos Receptores de Reconhecimento Padrão (PRRs). Os PRRs mais conhecidos são os 

receptores de tipo Toll (TLR), que são expressos pelas células das linhagens mielóide e 

linfóide, assim como por células epiteliais e endoteliais (ADEREM & ULEVITCH, 
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2000). Os TLRs foram mostrados por estar envolvidos no reconhecimento de bactérias 

comensais, participando assim na homeostase intestinal, controlando a invasão de 

patógenos (RAHOFF-NAHOUM et al., 2004).  

Para que aconteça a fagocitose, um dos vários componentes bacterianos como o 

LPS presente nos fluidos corporais, se liga à proteína plasmática ligadora de LPS 

(LPB). O complexo LPS:LPB se liga ao Cluster de diferenciação 14 (CD14) na 

superfície da célula apresentadora de antígeno (APC), no caso o macrófago 

(JANEWAY et al., 2002), e promove a endocitose, internalizando a bactéria para a 

célula do hospedeiro. Quando o TLR4 da APC se liga ao CD14 complexado com o 

ligante LPS:LPB na superfície do macrófago, este envia um sinal ao núcleo, ativando o 

fator de transcrição nuclear (NFқB), o qual por sua vez,  ativa os genes envolvidos na 

defesa contra infecção (JANEWAY et al., 2002), modulando os principais mediadores 

inflamatórios envolvidos nesse processo.  

Após a ligação aos seus respectivos agonistas, os TLRs dimerizam e sofrem 

mudanças conformacionais, necessárias para o recrutamento de um conjunto de 

moléculas adaptadoras que apresenta o domínio, Myeloid Differentiation Primary-

Response Gene 88 (MyD88) (TAKEDA et al., 2003). MyD88 é uma das responsáveis 

pela ativação de distintas vias de sinalização que levam a produção de citocinas pró-

inflamátorias e IFNγ- respectivamente (CAMPOPIANO, 2010).  

A ativação do NFқB leva a produção de vários mediadores importantes na 

imunidade inata, tais como produção de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, além 

da expressão de moléculas co-estimulatórias e moléculas do MHC II (KOOP & 

MEDZHITOV, 1999) (Figura 6). 
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Figura 6 - Sinalização do Toll-like receptor 4 no macrófago 
Fonte RIEDEMANN & WARD, 2002 MODIFICADO 

 

É provável que PRRs proporcionem uma série de sinais cruciais que modulam a 

diferenciação de APCs (especialmente Células dendríticas-DCs), influenciando 

fortemente a natureza da resposta imune e, em particular, a sua orientação para controle 

da expressão de IL-12, que é produzido pelas APCs, em resposta a patogenicidade dos 

micro-organismos (DUCHMANN et al., 1996; SANSONETTI, 2004). Além disso, as 

células T que circulam na lâmina própria e são específicas para antígenos comensais 

precisam ser ativamente suprimidas para evitar a inflamação descontrolada destes 

antígenos comensais. A presença de células T regulatórias é uma característica da 

lâmina própria. Estas células, que são conhecidas como células T regulatórias, inibem a 

ativação, diferenciação e proliferação de outras células T, produzem IL-10 e a 

neutralização de qualquer uma destas duas citocinas inibe as funções supressoras destas 

células (CHEN et al., 1996; SANSONETTI, 2004). 

Com a ativação do macrófago e a fagocitose da Salmonella, há formação de 

endossomas, os quais se tornam progressivamente acidificados à medida que avançam 
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para o interior da célula, eventualmente fundido com lisossomas. Os endossomas e 

lisossomas contém proteases e pH baixo e eventualmente degradam os antígenos 

protéicos contidos nessas vesículas. (JANEWAY et al., 2002) (Figura 7). 

O MHC II liga-se aos peptídeos gerados nas vesículas intracelulares do 

macrófago e os apresentam às células T CD4. Entretanto, a via biossintética para as 

moléculas do MHC II é montada uma parte no retículo endoplasmático, depois o MHC 

II é liberado para o um compartimento endossômico de pH apropriadamente baixo e é 

onde o MHC II liga-se a fragmentos peptídicos dos micro-organismos, transportando-os 

para a superfície do macrófago para que os receptores de células T façam o 

reconhecimento e ative a imunidade específica (JANEWAY et al., 2002). 

 

 

Figura 7. Citocinas, sinais e resistência durante a infecção por Salmonella. 

No encontro entre macrófago e Salmonella  é ativado  o processo infeccioso que inicia com a fagocitose,  

mediada através de  várias citocinas (IL-1, IL-6, TNF-α ou IL-12), MHC II e/ou iNOS, resultando no 

aumento atividade de microbicida do macrófago através IFN-  produzido pelas células NK e/ou células T, 

sendo que a ativação do macrófago pode ser regulada negativamente pela IL-10. 

Fonte: L‘ALMANACH & FRÉDÉRIC LANTIER (1999). 

 

A ligação ao complexo peptídeo-MHC e as moléculas co-estimuladoras na 

superfície do macrófago também ativam a célula T naive a proliferar e se diferenciar, 
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resultando na produção de células efetoras antígeno-específicas. Quando há uma 

infecção localizada, ocorre indução das células efetoras a deixarem o sistema linfático e 

vasos sanguíneos a migrarem para os locais de infecção, e assim ocorre a liberação 

localizada de citocinas. As mudanças induzidas na parede dos vasos sanguíneos, além 

de recrutarem neutrófilos e macrófagos, também permitem que linfócitos T efetores 

recém-ativados entrem nos tecidos infectados (JANEWAY et al., 2002). 

É durante a resposta inicial das células T CD4 ao antígeno, nos tecidos linfóides 

periféricos, que ocorre a diferenciação das classes de células T CD4. Esta etapa na qual 

uma célula T CD4 se torna linfócito T helper 1 ou 2 (célula Th1 ou Th2) e tem impacto 

crítico sobre a evolução da resposta imune, determinando se ela será dominada pela 

ativação de macrófagos ou pela produção de anticorpos (JANEWAY et al., 2002).  

Inicialmente, sabe-se que as células T CD4 estimuladas em presença de IL-12 e 

INF-γ tendem a desenvolver em células Th1. Em parte, o INF-γ inibe a proliferação de 

células Th2. À medida que IL-12 for produzida por macrófagos e o INF-γ produzido 

pelas células Natural Killer (NK) predomina as respostas iniciais, com resposta célula 

Th1 (JANEWAY et al., 2002).  

As IL-12 e IL-18 secretadas por macrófagos ativados atuam tanto de forma 

independente ou/e sinérgica em células NK e células T auxiliares para induzir a 

produção de mais de IFN-γ, que ativa os macrófagos através de um ciclo de feedback 

positivo (MASTROENI et al., 1998; MASTROENI et al., 1999). Alguns trabalhos têm 

mostrado o importante papel da IL-12 na resistência à infecção por Salmonella. Após a 

inoculação oral da Salmonella, há indução da produção de IL-12 nos sítios da mucosa e 

em linfonodos mesentéricos (BOST & CLEMENTS, 1995; KINCY-CAIN et al., 1996). 

Os macrófagos parecem ser as células responsáveis por essa secreção (IL-12) (CHONG 

et al., 1996). 

Um estudo relata o papel essencial das células NK e indiretamente dos 

macrófagos (NAUCIEL & ESPINASSE, 1992). A IL-12, uma citocina produzida pelos 

macrófagos, pode também induzir a secreção de IFN-γ pelas células NK (CHAN et al., 

1991; WOLF et al., 1991), sendo vital na resistência contra infecções envolvendo 

patógenos intracelulares incluindo Salmonella typhimurium (S. typhimurium), em parte 

por causa da estimulação da atividade antibacteriana dos macrófagos (MAI et al., 2003; 

MUOTIALA & MAKELA, 1990). 
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O IFN-γ tem a capacidade de melhorar a atividade antibacteriana do macrófago. 

Ele é induzido durante a etapa inicial da infecção, pois níveis elevados de ácido 

ribonucléico mensageiro (mRNA) de IFN-γ foram encontrados no início da infecção em 

tecidos linfóides do intestino e no baço dos animais nesse modelo (RAMARATHINAM 

et al., 1991). Estudos têm relatado que a produção celular de IFN-γ durante a primeira 

semana de infecção por Salmonella é improvável de ser de linfócitos T, pois há uma 

depleção destas células, nesta fase não há uma redução de secreção de IFN-γ, sugerindo 

possivelmente que os macrófagos ativados possam contribuir para esta produção 

(RAMARATHINAM et al., 1993).  

Foi demonstrado que o IFN-γ tem um papel importante em manter e controlar o 

nível de replicação da bactéria em animais constantemente infectados, talvez estimule 

os macrófagos infectados a suprimir a replicação destas bactérias (MONACK et al., 

2004). Além do IFN-γ e IL-12, TNF-α também pode ter um papel na manutenção e 

controle do nível de replicação bacteriana. Além disso, demonstrou-se que, ativa a 

infecção da S. typhimurium conduz a imunossupressão em camundongos e causa a 

produção de grandes quantidades de IL-10, que tem atividades imunossupressoras, e o 

óxido nítrico (NO) que tem tanto atividade direta imunossupressiva antibacteriano (PIE 

et al., 1996; EISENSTEIN et al., 1994; MACFARLANE et al., 1999). 

Já a produção de TNF-α durante a salmonelose permanece controversa. A 

liberação de TNF-α sistêmica em resposta à infecção por Salmonella não foi detectada 

em camundongos (KUMAZAWA et al., 1998) ou mesmo no caso de septicemia grave 

por salmonelose em vitelos (PEEL et al., 1990). Nestas espécies, o nível de TNF-α 

parece aumentar apenas em resposta à endotoxina ou à injeção de LPS. No entanto, um 

aumento no nível sérico de TNF-α tem sido medido após o desafio intraperitoneal com 

S. typhimurium em camundongos (JOTWANI et al., 1995) ou em pacientes com febre 

tifóide (KEUTER et al., 1994).  

Células T CD4 ativadas na presença de IL-4, especialmente quando IL-6 está 

presente, se diferenciam em células Th2, enquanto IL-4 e IL-10, isoladas ou em 

combinação, podem também inibir a produção de células Th1 (L‘ALMANACH & 

LANTIER, 1999). IL-4 é um mediador capaz de direcionar o precursor de células T 

helper a se diferenciarem em células Th2 in vitro (MOSMANN T & COFFMAN, 

1989). Várias evidências sugerem que IL-4 tem um efeito deletério sobre a capacidade 
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de proteger o hospedeiro contra a Salmonella, talvez porque possa contribuir na inibição 

dos mecanismos efetores presentes na resposta Th1 (L‘ALMANACH & LANTIER, 

1999). As células Th2 têm a função de ativação de células B para a produção de 

anticorpos e, as células Th1 são cruciais na ativação de macrófagos. Os dois subgrupos 

podem regular um ao outro. Em razão disso, as citocinas de um grupo tende a modular o 

efeito do outro.  

A IL-10, uma citocina regulatória pode inibir o desenvolvimento de células Th1, 

agindo sobre o macrófago, enquanto o IFN-γ produto de células Th1 pode inibir o 

desenvolvimento de células Th2. O efeito geral é que certas respostas são denominadas 

de imunidade humoral (Th2) e celular (Th1). In vivo, estes dois tipos celulares atuam 

simultaneamente e contribuem efetivamente no controle da infecção (JANEWAY et al., 

2002). Uma vez que a IL-10 antagoniza o IFN-γ sobre os efeitos nos macrófagos e inibe 

a resposta do hospedeiro mediada por macrófagos, alguns experimentos foram 

concebidos para questionar se esta citocina pode estar envolvida na susceptibilidade à 

infecção Salmonella. Em modelos de endotoxemia em camundongos, a IL-10 apresenta 

um efeito protetor que estaria relacionado à inibição da produção de TNF-α (GÉRARD 

et al., 1993; HOWARD et al., 1993; ROGY et al., 1995). Em paralelo, a IL-10 também 

apresenta um papel regulatório sobre outras citocinas, como o INF-γ (FLORQUIN et 

al., 1994). 

 

3. Harpagophytum procumbens DC- Hp 

 

Estatísticas demonstram que, aproximadamente 25% do número total de plantas 

superiores do mundo são encontradas na África. De acordo com o Projeto de Banco de 

Dados Africano (KLOPPER et al., 2006), a África Tropical e a África do Sul 

apresentam um total de 50.136 plantas superiores, onde mais de 16.300 possuem uso 

medicinal (NEUWINGER, 2000). Para Van Wyk & Gericke (2000), existem cerca de 

3.000 plantas medicinais sendo usadas regularmente na África do Sul. Destas 3.000 

espécies de plantas medicinais, existem por volta de 38 sendo utilizados e 

comercializados pelos nativos em diversas formas, tais como chás, tinturas, 

comprimidos, cápsulas ou pomadas, podendo também ser comercializadas em mercados 

informais (CUNNINGHAM, 1988; MANDER, 1998; WILLIAMS et al., 2000).  
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A Harpagophytum procumbens DC, pertence à família Pedaliaceae. É uma 

planta originária do Continente Africano, geralmente encontrado no Deserto Kalahari, 

na África do Sul, na Angola, em Botswana, na Namíbia e no Zimbabwe. (VAN WYK et 

al., 1997; VAN WYK & GERICKE, 2000). Caracteriza-se por ser pouco robusta 

tuberosa e perene, apresentando frutos visivelmente notáveis. Os frutos têm longas e 

numerosas saliências, com ganchos afiados que se assemelham a garras, o que justifica 

seu nome popular: garra-do-diabo ou unha-do-diabo (VAN WYK et al., 2002; 

WYNBERG, 2004) (Figura 8A). 

 

 

 

Figura 8A: Frutos da Harpagophytum procumbens 

Fonte: Reviver Saúde Holística. Disponível em: < www.reviversaudeholistica.blogspot.com > 

 

As flores e folhas da Harpagophytum porcumbens emergem de brotos no solo 

após as primeiras chuvas, mas morrem nos meses de inverno ou durante períodos de 

seca (WYNBERG, 2004; STEWART & COLE, 2005). As flores se caracterizam por 

serem tubulares e de cor malva-rosa com amarelo, enquanto suas folhas são verde 

azuladas e geralmente divididas em vários lobos (VAN WYK et al., 1997; STEWART 

& COLE, 2005) (Figura 8B). 
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FIGURA 8B: Flores e Folhas da Harpagophytum procumbens 

Fonte: Reviver Saúde Holística. Disponível em:  

<http://reviversaudeholistica.blogspot.com.br/2011/10/herbal-antinflammatories-devils-claw.html > 

 

Os caules são rastejantes, o broto se forma, anualmente, a partir dos tubérculos 

persistentes primários, que se estendem com até 2 metros de profundidade no solo. As 

hastes dão origem a vários tubérculos secundários de armazenamento que podem 

apresentar até 25 cm de altura com 6 cm de diâmetro. Estes tubérculos secundários que 

são coletados, por apresentarem as propriedades medicinais da H. procumbens 

(RAIMONDO et al., 2005; STEWART & COLE, 2005) (Figura 8C). 

 

 

Figura 8C – Tubérculos da Harpagophytum procumbens 

Fonte: Reviver Saúde Holística. 

Disponível em  

< http://reviversaudeholistica.blogspot.com.br/2011/10/herbal-antinflammatories-devils-claw.html> 
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De acordo com os estudos descritos por Ihlenfeldt e Hartmann (1970), essa 

planta se divide em duas espécies e cinco subespécies: H. procumbens (H. procumbens 

subsp. procumbens e H. procumbens subsp. transvaalensis) e H. zeyheri (H. zeyheri 

Decne subsp. zeyheri, H. zeyheri subsp. schijffii e H. zeyheri subsp. sublobatum). Nos 

anos de 1820, a H. procumbens foi coletada e descrita por cientistas europeus. Contudo, 

a utilização terapêutica da planta ganhou maior notoriedade através dos estudos de 

Mehnert. Esse agricultor alemão, que viveu na Namíbia na década de 1920, aprofundou 

seus conhecimentos sobre as propriedades da H. procumbens a partir da população 

indígena. Segundo Wegener (2000), Mehnert enviou amostras à sua terra natal, para 

análise química (WEGENER, 2000), mas somente em 1958 as propriedades 

farmacológicas da H. procumbens foram confirmadas e desde então o seu emprego 

medicinal tomou expansão com o uso popular entre os nativos africanos e depois se 

espalhou pela Europa e Ásia (MNCWANGI, 2012). 

Curiosamente, a H. procumbens era uma espécie considerada um estorvo para a 

pecuária pelos fazendeiros, pois os frutos machucavam os pés dos animais (STEWART 

& COLE, 2005). Os ventos fortes carregavam a longas distâncias as sementes das 

plantas e os animais ajudavam em sua dispersão, ficando estas depositadas na areia do 

solo (MOATTI et al., 1983). Outro fato interessante é que as sementes podem 

permanecer no solo por mais de 20 anos em estado de dormência (STEWART & 

COLE, 2005).  

No caso dos tubérculos da H. procumbens, os componentes farmacologicamente 

ativos são os glicósidos iridóides, que compreendem cerca de 3% do total do material da 

planta (BAGHDIKIAN et al., 1997). A fração glicosídeo iridóide consiste em 

harpagoside, procumbide, harpagide e 8-p-coumaroil-harpagide (HAAG-BERRUIER et 

al., 1978). Os constituintes adicionais incluem hidratos de carbono (estaquiose, rafinose, 

monossacarídeos), flavonóides (kaempferol, luteolina), ácidos aromáticos (ácido 

caféico, ácido clorogênico, ácido cinâmico), fitosteróis (β- sitosterol, estigmasterol), 

triterpenos (ursólico e oleanic ácido), 2-fenil-etil derivados (acteoside, isoacteoside) e 

harpagoquinone (BURGER et al., 1987).  

As raízes secas secundárias perenes são utilizadas, principalmente, contra a 

artrite, dor nas articulações, dispepsia e perda de apetite (NEWALL et al., 1996; 

BLUMENTHAL et al., 1998; WICHTL & BISSET, 2000; ESCOP, 2003). Estudos 
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clínicos, avaliados por Wegener (2000), Chrubasik et al. (2003) e Gagnier et al. (2004) 

confirmaram propriedades analgésicas e anti-inflamatórias, geralmente atribuídas aos 

glicosídeos iridóides (principalmente harpagoside, com quantidades menores de 

harpagide e procumbide). O produto comercial contém entre 0,5% e 3% harpagoside. 

(FIEBICH et al., 2001; KASZKIN et al., 2004).  

Estudos mostraram que harpagoside pode estar completamente ausente de 

algumas populações de H. zeyheri, apesar do fato de que esta espécie é considerada uma 

alternativa aceitável na falta da H. procumbens (CZYGAN & KRÜGER, 1977). 

O harpagoside foi o primeiro glicosídeo iridóides isolado da H. procumbens em 

1962, e é considerado o seu principal componente ativo (MEDPLANT UPDATE, 

1997). O segundo componente ativo a ser isolado foi o harpagide, quase ao mesmo 

tempo em que foi o harpagoside. O terceiro glicósideo iridóides isolado foi o 

procumbine em 1964 (WEISS, 1988). Em 1983, mais três glicosídeos iridóides foram 

descobertos, mas com diferentes funções. 

 

 

3.1. Atividades biológicas atribuídas a H. procumbens: 

 

3.1.1. Atividade anti-inflamatória e analgésica 

 

A ação dos principais componentes, harpagoside, com quantidades menores de 

harpagide e procumbide, desempenha potente atividade anti-inflamatória, anti-

reumática (EICHLER & KOCH, 1970; LANHERS et al., 1992), e inibidor de 

Ciclooxigenase 2 (COX-2). In vitro, extratos preparados com tubérculos incluem a 

supressão de Interleucina 1 β (IL-1β)-induzida pela produção de metaloproteinases em 

condrócitos humanos (SCHULZE-TANZIL et al., 2004), estimulam inibição do fator de 

necrose tumoral (TNFα), IL6 e IL1β e Prostaglandina E2 (PGE2) a partir de monócitos 

humanos estimulados com LPS, in vitro (FIEBICH et al., 2001). A eficácia da H. 

procumbens em reduzir a dor e inflamação associada como artrite reumatóide e 

osteoartrite pode ser explicada pela sua habilidade em bloquear a produção de 

mediadores inflamatórios tal como PGE2 (ABERHAM et al., 2007). 
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3.1.2. Atividade antioxidante 

 

A atividade antioxidante desta planta pode melhorar doenças como artrite. 

Segundo Betancor & Fernández et al. (2003), o extrato apresenta rica quantidade de 

antioxidante. Georgiev et al. (2010) em cultura de células utilizando os principais 

constituintes ativos verificou que β-OH-A verbascoside e leucosceptosídeo 

apresentavam atividade antioxidante. 

 

3.1.3. Atividade anti-diabética 

 

Há relatos que tubérculos da H. procumbens são usados em algumas 

comunidades da África do Sul, no tratamento de diabetes tipo I e diabetes tipo II 

(MAHOMED & OJEWOLE, 2005). Mahomed e Ojewole (2005) encontraram 

resultados na redução da glicemia em camundongos diabéticos após a administração do 

extrato aquoso dos tubérculos secundários da H. procumbens. 

 

3.1.4. Atividade antimicrobiana 

 

Devido ao aumento da resistência a antibióticos, extratos de plantas e produtos 

naturais são de especial interesse como potenciais e agentes microbicidas. Weckesser et 

al. (2007) relatou que o extrato da H. procumbens inibiu Candida krusei, Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus: Staphylococcus aureus MRSA (RV5/98), 

Pseudomonas maltophilia (D 141/92) entre outros. Contudo o harpagoside isolado não 

foi efetivo no ―screening”, sugerindo o sinergismo de outros componentes a atividade 

microbicida entre os constituintes (WECKESSER et al. 2007).  

 Entretanto, não foram encontrados relatos demonstrando a ação da H. 

procumbens em modelos experimentais que utilizam bactérias in vivo como indutor de 

processo inflamatório intestinal. Sabendo que, a infecção intestinal causada pela S. 

Enteritides direciona uma gama de mediadores inflamatórios e conhecendo as 

propriedades anti-inflamatórias atribuídas a H. procumbens, avaliamos neste estudo a 

modulação do processo inflamatório induzido por S. Enteritidis ATCC13076 e após 

tratamento com H. procumbens no modelo experimental murino.  
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4. OBJETIVO GERAL  

 

 Avaliar os efeitos anti-inflamatórios do tratamento com o extrato etanólico da H. 

procumbens na salmonelose intestinal murina. 

4.1-Objetivos Específicos 
 

 Avaliar o perfil de células inflamatórias no sangue e lavado da cavidade 

peritoneal de animais infectados por S. Enteritidis ATCC 13076, tratados ou não com H. 

procumbens; 

 Avaliar o efeito da H. procumbens na produção das citocinas TNF-α, IL-4, IL-

12, IL-10 durante a salmonelose intestinal murina; 

 Analisar o perfil histopatológico do fígado e intestino delgado de animais 

infectados por S. Enteritidis ATCC 13076, tratados ou não com o H. procumbens. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS  

 

5.1-Preparo do extrato etanólico da H. procumbens 

 

 O extrato etanólico bruto da H. procumbens, foi preparado pelo aluno Ricardo 

Oliveira Correa (LAP-DMP-UFSCar) no laboratório de Produtos Naturais do 

Departamento de Química da Universidade Federal de São Carlos (DQ-UFSCar), sob 

orientação do Prof. Dr. Paulo Cézar Vieira. Para a preparação do extrato, as raízes 

secundárias da H. procumbens, foram secas em estufa a 37°C durante três dias, sendo 

posteriormente maceradas até a obtenção do pó. A cada 100 gramas foram 

acrescentados 1000 mL de etanol absoluto. O béquer contendo esta solução foi mantido 

em temperatura ambiente durante 72 horas com agitações a cada 24 horas, sendo 

posteriormente filtrado em papel de filtro. Após o tempo descrito, o filtrado foi 

concentrado utilizando rota-vapor (BUCHI) com temperatura entre 40° a 45°C. Este 

processo de extração foi repetido duas vezes, se obtendo o extrato bruto das raízes da 

H.procumbens. A secagem total do extrato foi realizada na capela, logo após o extrato 

seco foi armazenado a -20º C. 

 

5.2 Padronização do inoculo  
 

 A preparação e padronização do inoculo foi realizado de acordo com o Clinical 

and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2005), com algumas modificações. As 

bactérias foram cultivadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubado por 18 

horas em estufa bacteriológica a 37ºC. Após o crescimento os inoculos bacterianos 

foram ajustados com auxilio da escala 0,5 de MacFarland, que corresponde a 

aproximadamente 1 a 2 x10
8
 UFC/mL.  

 

5.3 Animais 

 

 Foram utilizados 30 camundongos fêmeas com 4 semanas de idade, isogênicos 

(Balb/c), pesando aproximadamente 18 gramas, provenientes do Biotério da Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo (PCRP–
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USP), livres de patógenos Specific Pathogen Free  (SPF) e com livre acesso a água e 

ração ambos esterilizados. Colocados 2 camundongos por caixa, trocando-se a 

maravalha esterilizada diariamente. Os camundongos foram infectados e tratados 

conforme descrito no item 5.4 mantido no biotério de experimentação do Departamento 

de Morfologia e Patologia da Universidade Federal de São Carlos. Parecer da Comissão 

de Ética no uso de animais n
o
 012/2012, da Universidade Federal de São Carlos, Pró-

Reitoria de Pesquisa. 

 

5.4 Delineamento experimental  
 

 

Figura 9. Fluxograma experimental. O experimento representa a análise dos parâmetros celulares, 

imunológicos, histológicos e bacterianos em 2 dias distintos da infecção: no 3º dia e 7º dia após a 

infecção via oral por Salmonella Enteridis ATCC13076 . 

 

 Foram utilizados 10 camundongos por grupo para cada experimento em 2 

experimentos independentes. A infecção e tratamento foram realizados por gavagem 

(v.o.) utilizando cânula apropriada (tabela 3). 

Os animais foram infectados no primeiro dia do experimento com Salmonella 

Enteritidis ATCC 13076 com 100 μL do inoculo bacteriano descrito no item 5.2. Após 
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uma hora da infecção um dos grupos animais foram tratados com a H. procumbens 

(Grupo SE+HP). O tratamento foi realizado diariamente por 7 dias, sempre no mesmo 

horário da primeira dose. Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2 nos tempos 

previamente estabelecidos, ou seja, no 3º e 7º dia após a infecção, e as células obtidas 

do lavado da cavidade peritoneal (LCP) e sangue total foram analisadas. Uma parte do 

sangue total foi usado para cultura e a outra parte do sangue total  foi retirado plasma 

para a dosagem de citocinas. A recuperação do fígado e intestino delgado foi feita para 

realizar estudos histológicos.  

  

Tabela 3 - Grupos experimentais  

Grupo Descrição do  

grupo 

Infectado com 

Salmonella Enteritidis 

ATCC 13076 

Tratado com  

H.procumbens 

Grupo C grupo controle não não 

Grupo SE grupo infectado e 

não tratado 

sim não 

Grupo SE+HP grupo infectado e 

tratado 

sim sim 

 

 O tratamento com extrato da H. procumbens foi administrado na dose de 150 μg/ 

animal/0,3 mL de água filtrada e esterilizada. As alíquotas do extrato foram mantidas 

sob refrigeração a -20°C após pesadas. A solução do extrato da H. procumbens com 

água filtrada e esterilizada foi preparada diariamente minutos antes da administração 

nos animais. O modelo proposto foi feito em duplicata para a confirmação dos 

resultados obtidos. 

 

5.5 Obtenções das células do lavado da cavidade peritoneal (LCP) e sangue  
 

 Para o LCP foi utilizado 3 mL de solução salina tamponada com fosfato (PBS), 

contendo 0,5% de citrato de sódio (PBS/Citrato), empregando uma agulha 

intraperitonealmente. 
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 O sangue foi obtido após sangria total dos animais por punção cardíaca, com 

auxilio de uma seringa heparinizada (heparina). Foram realizadas as contagens globais e 

diferenciais de células do sangue, do LPC e cultura do sangue.  

 

5.6 Contagem total de glóbulos brancos e diferencial  das células do LCP e sangue 

 

 O número total de células/mm³ no sangue total (glóbulos brancos) foram 

determinadas utilizando solução de Turk (Violeta de Genciana 0.002 g, Ácido Acético 

3%) para a lise das hemácias (STIBBE et al., 1985), na diluição 1:20 e posterior 

contagem em câmara de Neubauer. A contagem diferencial (específica) das células do 

sangue foi realizada através de esfregaços sanguíneos e corado com Panótico-Laborclin. 

Em cada lâmina foram contadas 100 células, utilizando microscopia de luz com 

aumento final de 1000x.  

O número total de células/mm³ no LPC foram determinados empregando 

solução de Turk (Violeta de Genciana 0.002 g, Ácido Acético 3%) para a lise das 

hemáceas (STIBBE et al., 1985), na diluição 1:20 e posterior contagem em câmara de 

Neubauer. A contagem diferencial (específica) das células no LPC os esfregaços foram 

preparados em citocentrífuga (Serocito Mod. 2400-Fanem) e corados com Panótico-

Laborclin. Em cada lâmina foram contadas 100 células, utilizando microscopia de luz 

com aumento final de 1000x.  

 

5.7 Hemocultura 

 

No dia zero foi coletado sangue da veia caudal de 2 camundongos para 

determinar o SPF. Nos 3º e 7º foram coletados sangue de todos os animais sacrificados 

(5 animais por grupo, 15 animais por período, um total de 30 animais).  

 A hemocultura foi realizada inoculando 2 gotas de sangue em tubo com 2mL de 

caldo BHI assepticamente, para evitar contaminação. Os tubos foram incubados em 

estufa bacteriológica por um período de 18 a 24 horas a temperatura 37°C. Após isso, 

foi semeado Agar Salmonella/Shigella e incubado novamente por um período de 18 a 

24 horas. Em seguida foi analisado se houve ou não o crescimento da bactéria 



32 

 

 

 

Salmonella Enteridis ATCC13076. Este procedimento foi realizado no 2º, 7º e 14º dias 

após a coleta e incubação dos tubos com sangue. 

  

 

 

5.8 Ensaio imunoenzimático (ELISA) - Citocinas IL-4, IL-10 IL-12 e TNF-α 

 

 Para a determinação das citocinas foi utilizado o ensaio ELISA (Kit BD-R&D) 

usando placas de microtitulação com 96 poços. Inicialmente foi feita a sensibilização da 

placa com 100 L/poço de solução contendo o anticorpo de captura (0.5 g/mL) diluído 

em PBS. As placas foram incubadas por 18 horas a 4°C. Após esse período, o 

sobrenadante foi desprezado, sendo realizado ciclo de lavagem (0,05% de Tweem em 

PBS) e o bloqueio dos sítios de ligações inespecíficas foi com Soro bovino fetal a 1% 

em PBS. Novamente, as placas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente e 

em seguida outro ciclo de lavagem. A seguir foram adicionadas as diferentes diluições 

da citocina recombinante padrão e as amostras em estudo (100 L/poço). Após 

incubação por 2 horas, foi feito novo ciclo de lavagem e adicionado 100 L/poço do 

anticorpo de detecção (anticorpo secundário biotinilado 0.125 g/mL). Após nova 

incubação de 1 hora a temperatura ambiente e novo ciclo de lavagem, foram 

adicionados (100 L/poço) da enzima estrepto-avidina (1:1000) diluída em PBS e soro 

bovino fetal 10%, sendo que depois de 30 minutos a placa foi novamente lavada e 

adicionou-se 100 L/poço do substrato. O substrato utilizado foi uma mistura 1:1 de 

H2O2 e tetrametilbenzidina (TMB). Finalmente, a reação foi bloqueada adicionando-se 

50 L/poço de H2SO4 1M. A leitura da absorbância foi feita no comprimento de onda 

450nm em leitor de ELISA (MicroQuant-Sellex,Inc.). 

 

5.9 Estudos histopatológicos e microfotografias 

 

 O fígado e intestino delgado foram removidos após eutanásia nos períodos pré-

estabelecidos, e imediatamente fixados em formol tamponado 10%, durante 24 horas. 

Posteriormente submetidos ao processo de desidratação com concentrações crescentes 

de álcool (álcool 70% até absoluto) e diafanizados em xilol e na sequência incluídos em 



33 

 

 

 

blocos de parafina, seccionados em cortes de 5 μm, e então dispostos em lâminas e 

incubados a 58-60°C para fixação. Posteriormente, foram lavados em xilol para retirar o 

excesso de parafina e reidratados com concentrações decrescentes de álcool (do 

absoluto aos 80%). As lâminas foram coradas com Hematoxilina e eosina (HE) para a 

avaliação qualitativa do infiltrados celular.  

 As lâminas foram gentilmente confeccionadas no Instituto de Patologia 

Cirúrgica e Citopatológica Dr. Nicolino Lia Neto (IPCC) – Araraquara, sob a 

responsabilidade do Dr. Nicolino Lia Neto e analisadas pelos Dr. Raphael Carlos 

Comeli Lia e Dr. Nicolino Lia Neto. As lâminas foram analisadas e fotografadas no 

Laboratório IPCC com auxílio do microscópio (Nikon Eclipse E600). 

 

5.11 Análise estatística  
 

 Os resultados foram expressos com média ± EPM (Erro Padrão da Média). Os 

resultados obtidos nos diferentes experimentos foram analisados por meio da análise de 

variância ANOVA. Para análise estatística foi utilizado o programa PRISMA- (One-

Way ANOVA- Newman-Keuls e t-test) (San Diego, Califórnia, USA). O nível de 

significância adotado foi de 5%, sendo p < 0,05.  
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Avaliação do perfil celular durante a infecção por Salmonella Enteritidis ATCC 

13076 após o tratamento com H. procumbens 
 

6.1.2 Contagem total de leucócitos no sangue de camundongos infectados ou não 

por Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens, no 3º e 

7º dia de infecção e tratamento 

  

 A Figura 10A representa a contagem total de leucócitos no sangue de 

camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 3
º
 dia de infecção e tratamento. Não houve 

diferença significativa (onde p > 0,05) na contagem total de leucócitos nos diferentes 

grupos experimentais no sangue (tabela 4). 

 A Figura 10B representa a contagem total de leucócitos no sangue de 

camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 7
º
 dia de infecção e tratamento. Não houve 

diferença significativa (onde p > 0,05) na contagem total de leucócitos no sangue nos 

grupos CxSE+HP e SExSE+HP. Houve diferença significativa (p < 0,05) no grupo 

CxSE (aumento no grupo SE em relação ao C) (tabela 4). 

 

Tabela 4 – Contagem de Leucócitos totais no sangue no 3º e 7º dia de tratamento com 

H. procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076 

Grupos 3º dia  

média dos valores/mm
3
 

7º dia 

média dos valores/ mm
3
 

Grupo controle  8.060
 
± 963,63 5.620 ± 470,11 

Grupo infectado e não 

tratado 

9.400
 
± 1.056,41 (ns) 9.3000 ± 941,50 (*) 

Grupo infectado e 

tratado 

8.760
 
± 1191,47 (ns) 8.100 ± 709,62 (ns) 

 

ns: valor não significativo estatisticamente (p >0,05); comparação entre o Grupo Controle e Infectado 

 * p < 0,05. 
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Figura 10. Contagem de Leucócitos totais no sangue no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. Os dados representam a média 

±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre o Grupo Controle e 

Infectado * p < 0,05 comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens 
& 

p < 

0,05 usando o teste não paramétrico o PRISMA- (One-Way ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.1.3 Contagem total de leucócitos no LPC de camundongos infectados ou não por 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens, no 3º e 7º 

dia de infecção e tratamento  

 

 A figura 11A representa a contagem total de leucócitos no LPC de camundongos 

dos grupos C, SE, SE+HP no 3
º
 dia de infecção e tratamento. Não houve diferença 

significativa (onde p > 0,05) na contagem total de leucócitos nos diferentes grupos 

experimentais no LPC (tabela 5). 

 A figura 11B representa a contagem total de leucócitos no LPC de camundongos 

dos grupos C, SE, SE+HP no 7
º
 dia de infecção e tratamento. Não houve diferença 

significativa (onde p > 0,05) no grupo SExSE+HP e  houve diferença significativa 

(onde p < 0,05) grupo CxSE (aumento do grupo SE em relação do C) e SExSE+HP 

(aumento do grupo SE em relação ao SE+HP) (tabela 5). 

 

Tabela 5 – Contagem de Leucócitos totais no LPC no 3º e 7º dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076 

Grupos 3º dia  

média dos valores/mm
3
 

7º dia 

média dos valores/ mm
3
 

Grupo controle 2.660
 
± 233,66 3.080 ± 344,76 

Grupo infectado e não 

tratado 

2.360
 
± 102,12 (ns) 4.500 ± 287,84 (*) 

Grupo infectado e 

tratado 

2.440
 
± 233,66 (ns) 2.880 ± 189,73 (&) 

 

ns: valor não significativo estatisticamente(p >0,05); comparação entre o Grupo Controle e Infectado       

* p < 0,05; comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com HP 
& 

p < 0,05. 
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Figura 11. Contagem de Leucócitos totais no LPC no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC 13076. Os dados representam a 

média ±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre o Grupo Controle e 

Infectado * p < 0,05 e comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens 
& 

p < 

0,05 usando o teste não paramétrico, o PRISMA- (One-Way ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.1.4 Contagem de Neutrófilos no sangue de camundongos infectados ou não por 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens, no 3º e 7º 

dia de infecção e tratamento 

 

 A figura 12A representa a contagem total de neutrófilos no sangue de 

camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 3
º
 dia de infecção e tratamento. Houve 

diferença significativa (onde p < 0,05) nos grupos CxSE (aumento do grupo SE em 

relação do C) Não houve diferença significativa (onde p > 0,05) entre os grupos 

SExSE+HP contagem total de neutrófilos no sangue (tabela 6). 

 A figura 12B representa a contagem total de neutrófilos no sangue de 

camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 7
º
 dia de infecção e tratamento. Houve 

diferença significativa (onde p < 0,01) entre os grupos CxSE (aumento do grupo SE em 

relação do C). Houve diferença significativa (onde p < 0,05) entre os grupos 

SExHP+HP (aumento do grupo SE em relação do SE+HP) (tabela 6). 

 

Tabela 6 – Contagem de Neutrófilos no sangue no 3º e 7º dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076 

Grupos 3º dia  

média dos valores/mm
3
 

7º dia 

média dos valores/ mm
3
 

Grupo controle 325,4 ± 69,18 380,2 ± 46,32 

Grupo infectado e não 

tratado 

1.023,4
 
± 230,93 (*) 1.950,6 ± 421,08 (*) 

Grupo infectado e 

tratado 

553,4 
 
± 124,80 (ns) 839,6/mm

3
 ± 119,91 (&) 

ns: valor não significativo estatisticamente(p >0,05); comparação entre o Grupo Controle e Infectado       

* p < 0,05; comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com HP 
& 

p < 0,05. 
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Figura 12. Contagem de Neutrófilos no sangue no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. Os dados representam a média 

±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre o Grupo Controle e 

Infectado * p < 0,05 e comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens 
& 

p < 

0,05, usando o teste não paramétrico, o PRISMA- (One-Way ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.1.5 Contagem de Neutrófilos no LPC de camundongos infectados ou não por 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens, no 3º e 7º 

dia de infecção e tratamento 

 

 A Figura 13A representa a contagem de neutrófilos no LPC de camundongos 

dos grupos C, SE, SE+HP no 3º dia de infecção e tratamento. Não houve diferença 

significativa (onde p > 0,05) entre os diferentes grupos experimentais (tabela 7). 

 A figura 13B representa a contagem de neutrófilos no LPC de camundongos dos 

grupos C, SE, SE+HP no7º dia de infecção e tratamento. Houve diferença significativa 

(onde p < 0,05) entre os grupos CxSE (aumento do grupo SE em relação do C) (tabela 

7). 

 

Tabela 7 – Contagem de Neutrófilos no LPC no 3º e 7º dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076 

Grupos 3º dia  

média dos valores/mm
3
 

7º dia 

média dos valores/ mm
3
 

Grupo controle 200
 
± 16,08 230,6 ± 40,07 

Grupo infectado e não 

tratado 

446
 
± 72,96 (ns) 446

 
± 72,96 (ns) 

Grupo infectado e 

tratado 

353
 
± 101,84 (ns) 354,80 ± 31,58 (ns) 

ns: valor não significativo estatisticamente (p >0,05). 
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Figura 13. Contagem de Neutrófilos no LPC no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. Os dados representam a média 

±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre o Grupo Controle e 

Infectado * p < 0,05 comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens usando 

o teste  não paramétrico, o PRISMA- (One-Way ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.1.6 Contagem de células mononucleares no sangue de camundongos infectados 

ou não por Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. 

procumbens, no 3º e 7º dia de infecção e tratamento 

 

 A figura 14A representa a contagem células mononucleares no sangue de 

camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 3
º 
dia de infecção e tratamento. Não foram 

observadas diferenças significativas na contagem de células mononucleares nos 

diferentes grupos experimentais no sangue no 3º e 7º dia. Não houve diferença 

significativa (onde p > 0,05) entre os diferentes grupos experimentais (tabela 8). 

 A figura 14B representa a contagem de células mononucleares no sangue de 

camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 7º dia de infecção e tratamento. Houve 

diferença significativa (onde p < 0,05) entre os grupos CxSE (aumento do grupo SE em 

relação do C) (tabela 8). 

 

Tabela 8 – Contagem de Células mononucleares no sangue no 3º e 7º  dia de tratamento 

com H. procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076 

Grupos 3º dia  

média dos valores/mm
3
 

7º dia 

média dos valores/ mm
3
 

Grupo controle 7.709
 
± 999,60 5.640,4/mm

3
 ± 410,98 

Grupo infectado e não 

tratado 

8.536,6 
 
± 714,85 (ns) 8.026,2 ± 618,71 (*) 

Grupo infectado e 

tratado 

8.126,6
 
± 1057,76 (ns) 7.815,2 ± 532,02 (ns) 

ns: valor não significativo estatisticamente(p >0,05); comparação entre o Grupo Controle e Infectado  

* p < 0,05. 
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Figura 14. Contagem de Células mononulceares no sangue no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com 

H. procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. Os dados representam a 

média ±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre o Grupo Controle e 

Infectado * p < 0,05  e comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens 
& 

p < 

0,05 usando o teste não paramétrico, o PRISMA- (One-Way ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.1.7 Contagem de células mononucleares no LPC de camundongos infectados ou 

não por Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens, 

no 3º e 7º dia de infecção e tratamento 

 

 A figura 15A representa a contagem de células mononucleares no LPC de 

camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 3º dia de infecção e tratamento. Não foram 

observadas diferenças significativas (onde p > 0,05) na contagem de células 

mononucleares nos diferentes grupos experimentais (tabela 9). 

 A figura 15B representa a contagem de células mononucleares no LPC de 

camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 7º dia de infecção e tratamento. Houve 

diferença significativa (onde p < 0,05) entre os grupos CxSE (aumento do grupo SE em 

relação do C). Houve diferença significativa (onde p < 0,05) entre os grupos SExHP+SE 

(aumento do grupo SE em relação do HP+SE ) (tabela 9). 

 

Tabela 9 – Contagem de células mononucleares no sangue no 3º e 7º dia de tratamento 

com H. procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076 

Grupos 3º dia  

média dos valores/mm
3
 

7º dia 

média dos valores/ mm
3
 

Grupo controle 2.460
 
± 224,94  2.666,8 ± 254,02 

Grupo infectado e não 

tratado 

1.924 
 
± 152,12 (ns) 4.093,8 ± 234,74 (*) 

Grupo infectado e 

tratado 

2001
 
± 119,43 (ns) 2.555,2 ± 197,39 (ns) 

ns: valor não significativo estatisticamente(p >0,05); comparação entre o Grupo Controle e Infectado * p 

< 0,05. 
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Figura 15. Contagem de Células mononucleares no LPC no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. Os dados representam a média 

±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre o Grupo Controle e 

Infectado * p < 0,05 e comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens 
& 

p < 

0,05, usando o teste não paramétrico, o PRISMA- (One-Way ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.2 Hemocultura  

 

 Os resultados obtidos da hemocultura nos diferentes grupos de camundongos 

infectados ou não com de S. Enteritidis ATCC 13076, tratados ou não com extrato 

etanólico da H. procumbens, não apresentaram crescimento. 

 

6.3 Quantificação de citocinas no plasma durante a infecção por Salmonella 

Enteritidis ATCC 13076 após o tratamento com H. procumbens 

 

6.3.1 Quantificação de TNF-α no plasma de camundongos infectados ou não por 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens, no 3º e 7º 

dia de infecção e tratamento 

 

 A figura 16A representa a quantificação de TNF-α no plasma de camundongos 

dos grupos C, SE, SE+HP no 3º dia de infecção e tratamento. A figura 16B representa a 

quantificação de TNF-α no plasma de camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 7º dia 

de infecção e tratamento.  Não houve diferenças significativas na quantificação de TNF-

α nos diferentes grupos experimentais no 3º dia e 7º dia (tabela 10). 

 

Tabela 10 – Quantificação da citocina TNF-α no plasma no 3º e 7º dia de tratamento 

com H. procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076 

Grupos 3º dia  

média dos valores pg/mL 

7º dia 

média dos valores pg/mL 

Grupo controle 9,77 ± 1,57  9,52 ± 0,33 

Grupo infectado e não 

tratado 

9,94 ± 0,60 (ns) 16,26 ± 4,08 (ns) 

Grupo infectado e 

tratado 

15,34 ± 2,71 (ns) 11,55 ± 1,03 (ns) 

ns: valor não significativo estatisticamente(p >0,05). 
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Figura 16. Quantificação da citocina TNF-α no plasma no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. Os dados representam a média 

±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre o Grupo Controle e 

Infectado * p < 0,05  e comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens 
& 

p < 

0,05 usando o teste não paramétrico, o PRISMA- (One-Way ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.3.2 Quantificação de IL-12 no plasma de camundongos infectados ou não por 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens, no 3º e 7º 

dia de infecção e tratamento  

 

 A figura 17A representa a quantificação de IL-12 no plasma de camundongos 

dos grupos C, SE, SE+HP no 3º dia de infecção e tratamento. Não houve diferenças 

significativas (onde p > 0,05) na quantificação de IL-12 nos diferentes grupos 

experimentais no 3º dia (tabela 11). 

 A figura 17B representa a quantificação de IL-12 no plasma de camundongos 

dos grupos C, SE, SE+HP no 7º dia de infecção e tratamento. Houve diferença 

significativa (onde p < 0,05) entre os grupos CxSE (aumento do grupo SE em relação 

do C). Houve diferença significativa (onde p < 0,05) entre os grupos SExHP+SE 

(aumento do grupo SE em relação do HP+SE ) (tabela 11). 

 

Tabela 11 – Quantificação da IL-12 no plasma no 3º e 7º  dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076 

Grupos 3º dia  

média dos valores pg/mL 

7º dia 

média dos valores pg/mL 

Grupo controle 41,54 ± 1,46  47,86 ± 1,75 

Grupo infectado e não 

tratado 

47,87 ± 9.86 (ns) 80,27 ± 0,14 (*) 

Grupo infectado e 

tratado 

71,54 ± 9,50  (ns) 64,85 ± 3,32 (&) 

ns: valor não significativo estatisticamente(p >0,05); comparação entre o Grupo Controle e Infectado * p 

< 0,05; comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens 
& 

p < 0,05. 
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Figura 17. Quantificação da citocina IL-12 no plasma no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. Os dados representam a média 

±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre o Grupo Controle e 

Infectado * p < 0,05 e comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens 
& 

p < 

0,05, usando o teste não paramétrico, o PRISMA- (One-Way ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.3.3 Quantificação de IL-4 no plasma de camundongos infectados ou não por 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens, no 3º e 7º 

dia de infecção e tratamento  

 

 A figura 18A representa a quantificação de IL-4 no plasma de camundongos dos 

grupos C, SE, SE+HP no 3º dia de infecção e tratamento. Houve diferença significativa 

(onde p < 0,05) entre os grupos SExHP+SE (aumento do grupo SE+HP em relação do 

SE ) (tabela 12). 

 A figura 18B representa a quantificação de IL-4 no plasma de camundongos dos 

grupos C, SE, SE+HP no 7º dia de infecção e tratamento. Não houve diferenças 

significativas (onde p > 0,05) na quantificação de IL-4 nos diferentes grupos 

experimentais no 7º dia (tabela 12). 

 

Tabela 12 – Quantificação da IL-4 no plasma no 3º e 7º dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. 

Grupos 3º dia  

média dos valores pg/mL 

7º dia 

média dos valores pg/mL 

Grupo controle 3,60 ± 0,31   4,47 ± 0,34 

Grupo infectado e não 

tratado 

3,27 ± 0,01 (ns) 4,47 ± 0,34 (ns) 

Grupo infectado e 

tratado 

16,98/ ± 4,15 (&) 12,04 ± 5,90 (ns) 

ns: valor não significativo estatisticamente(p >0,05); comparação entre grupo Infectado e Infectado e 

tratado com HP 
& 

p < 0,05. 
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Figura 18. Quantificação da citocina IL-4 no plasma no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. Os dados representam a média 

±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre grupo Infectado e Infectado 

e tratado com H. procumbens 
& 

p < 0,05 usando o teste não paramétrico, o PRISMA- (One-Way 

ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.3.4 Quantificação de IL-10 no plasma de camundongos infectados ou não por 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens, no 3º e 7º 

dia de infecção e tratamento  

 

 A figura 19A representa a quantificação de IL-10 no plasma de camundongos 

dos grupos C, SE, SE+HP no 3º dia de infecção e tratamento. A figura 19B representa a 

quantificação de IL-10 no plasma de camundongos dos grupos C, SE, SE+HP no 7º dia 

de infecção e tratamento. Não houve diferença significativa (onde p > 0,05) na 

quantificação de IL-10 nos diferentes grupos experimentais no 3º e 7º dia (tabela 13). 

 

Tabela 13 – Quantificação da IL-10 no plasma no 3º e 7º dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. 

Grupos 3º dia  

média dos valores pg/mL 

7º dia 

média dos valores pg/mL 

Grupo controle 59,00 ± 2,27  54,00 ± 4,30 

Grupo infectado e não 

tratado 

78,20 ± 8,80 (ns) 90,34 ± 21,00 (ns) 

Grupo infectado e 

tratado 

53,95 ± 4,30 (ns) 46,14 ± 2,63 (ns) 

ns: valor não significativo estatisticamente (p >0,05). 
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Figura 19. Quantificação da citocina IL-10 no plasma no 3º (A) e 7º (B) dia de tratamento com H. 

procumbens e após a infecção com Salmonella Enteritidis ATCC13076. Os dados representam a média 

±EPM (n = 10 animais) de 2 experimentos independentes. Comparação entre o Grupo Controle e 

Infectado * p < 0,05 e comparação entre grupo Infectado e Infectado e tratado com H. procumbens 
& 

p < 

0, ,usando o teste não paramétrico, o PRISMA- (One-Way ANOVA- Newman-Keuls). 
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6.4 Anatomopatológico - Análise histopatológica do fígado e intestino desde 

camundongos infectados ou não por Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados 

ou não com H. procumbens 

 

6.4.1 Análise histopatológica do fígado de camundongos infectados ou não por 

Salmonella  Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens 

 

 Os resultados da análise histopatológica do fígado de camundongos do grupo 

controle e infectados por Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. 

procumbens não apresentaram alterações e a estrutura hepática apresenta padrão 

arquitetural preservado, exibem os lóbulos bem definidos com vênula hepática terminal 

(veia central:seta branca) proeminente. A Figura 20 mostra os resultados da análise no 

3º e 7º dias de infecção. 
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Figura 20. Fotomicrografia do parênquima do fígado de camundongo infectado ou não por 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratado ou não com o extrato etanólico da H. procumbens. 

Fígado de camundongo controle - 3º dia de infecção (A); Fígado de camundongo controle 7º dia infecção 

(B); Fígado de camundongo infectado e sem tratamento - 3º dia de infecção (C); Fígado de camundongo 

infectado e tratado - 3º dia de infecção (D); Fígado de camundongo infectado e sem tratamento – 7
o
 dia de 

infecção (E); Fígado de camundongos infectado e tratado – 7
o
 dia de infecção (F). Coloração HE.  

Aumento: 40 X. Corte na região central do fígado. Seta branca: Vênula Hepática Terminal (Veia Central).  
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6.4.2 Análise histopatológica do intestino delgado de camundongos infectados ou 

não por Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratados ou não com H. procumbens 

 

 Os resultados da análise histopatológica do intestino delgado de camundongos 

do grupo controle não apresentaram alterações no epitélio cilíndrico simples, lâmina 

própria (tecido conjuntivo frouxo)  e túnica muscular. Na figura 21E, percebemos no 

epitélio cilíndrico um simples enrugamento deste epitélio sugerindo a invasão da 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 (seta amarela), com hipertrofia da parede das 

vilosidades (seta azul) e discreto infiltrado inflamatório (seta rosa). Na figura 21F, 

observamos uma redução da hipertrofia das vilosidades com preservação da arquitetura 

intestinal (seta branca), embora ainda seja observado discreto infiltrado de células 

inflamatórias (seta verde). 
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Figura 21. Fotomicrografia do epitélio do intestino delgado de camundongo infectado ou não por 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 tratado ou não com o extrato etanólico da H. procumbens. 

Intestino delgado de camundongo controle - 3º dia de infecção (A); Intestino delgado de camundongo 

controle 7º dia infecção (B); Intestino delgado de camundongo infectado e sem tratamento - 3º dia de 

infecção (C); Intestino delgado de camundongo infectado e tratado - 3º dia de infecção (D); Intestino 

delgado de camundongo infectado e sem tratamento – 7
o
 dia de infecção (E); Intestino delgado de 

camundongos infectado e tratado – 7
o
 dia de infecção (F). Coloração HE. Aumento: 100 X. Corte 

transversal do intestino delgado. Seta preta: epitélio cilíndrico simples; seta amarela: lâmina própria. Seta 

vermelha: simples enrugamento deste epitélio sugerindo a invasão bacteriana. Seta azul: com hipertrofia 

da parede das vilosidades. Seta rosa: discreto infiltrado inflamatório. Seta branca: redução da hipertrofia 

das vilosidades com preservação da arquitetura intestinal. Seta verde: discreto infiltrado de células 

inflamatórias. 
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7. DISCUSSÃO 

 

 Estudos mostram a importância de buscar novos compostos que possam ser 

utilizados no tratamento de diversas doenças. E a grande diversidade da flora do planeta 

coloca disponível uma riqueza de plantas que possam contribuir com a descoberta de 

novos compostos que apresente atividade antimicrobiana e/ou anti-inflamatória 

(Ostrosky et al., 2008). Segundo Weckesser et al.(2007), durante a triagem de extratos 

vegetais com atividade antimicrobiana e antileveduras, o extrato da H. procumbens 

inibiu o crescimento de bactérias (como por ex. Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae ATCC 27736, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586), e Candida krusei. 

Para avaliar o perfil inflamatório frente à infecção causada por bactérias Gram-

negativas, alguns pesquisadores utilizam o estímulo inicial com LPS, um potente 

indutor de mediadores inflamatórios. 

 Conforme Lehner et al. (2000), o LPS é um potente estimulador da 

hematopoiese. A administração de LPS e ou derivados está associada com a produção 

de vários fatores entre eles o aumento do total de número de leucócitos circulantes, 

neutrofilia e números aumentados de precursores monócitos/macrófagos na medula 

óssea. Estudos realizados por Nicholas & McColl (2010), provocaram uma bolsa de ar 

estéril no dorso de camundongos e examinou o exsudato celular no tempo 0, 2 e 4 h 

após a injeção com bactérias S. Enteritidis. Depois de 2 e 4 horas no compartimento 

induzido a S. enteritidis induziu aumento significativo de leucócitos. Em comparação 

exibiu um perfil com números crescentes de neutrófilos após analise de diferenciação 

celular e 4 h após, ocorreu uma mudança na composição da população do infiltrando 

com uma tendência geral para maior porcentagem de neutrófilos na cavidade bolsa 

(80%). Nossos resultados demonstraram aumento de leucócitos totais no sangue e no 

LPC no 7º dia de infecção no grupo infectado e não tratado (Fig. 10B e 11B 

respectivamente). Além deste aumento, também foi observado aumento de neutrófilos 

no sangue no 3º e 7º dia após infecção e sem tratamento (Fig. 12B e 12B 

respectivamente). Estes dados corroboram com Nicholas & McColl (2010), que 

independem do período e modelo experimental, a presença de S. Enteritidis em 
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diferentes tecidos é um forte estímulo para aumentar o recrutamento de células 

inflamatórias, principalmente neutrófilos (Fig. 12A e 12B). 

 Para Cheminay et al. (2004), em geral os neutrófilos não são considerados 

efetivos no processo de controle de patógenos intracelular. No entanto, o papel dos 

neutrófilos na salmonelose em camundongos é ainda controverso. Estudos demonstram 

que neutrófilos contribuem para controle da infecção, mas não devem ser considerados 

como parâmetros para prevenção de infecção sistêmica. Loetscher et al. (2012) 

mostraram que o tempo de vida limitado dos neutrófilos no lúmen do intestino deve ser 

suficientemente para a captação (e possivelmente a eliminação) de bactérias localizadas 

na superfície da mucosa, tal como demonstrado pela fagocitose da S. typhimurium. 

Possivelmente pelo baixo turn over de granulócitos especialmente na drenagem linfática 

da mucosa intestinal, o que explica a ausência de diferença significativa dos neutrófilos 

no LPC no 3º e 7º dia do grupo infectado e não tratado (Fig. 13A e 13B). 

 Segundo Inaba et al. (2010) a administração oral do extrato etanólico de H. 

procumbens em camundongos mostrou-se  um potente inibidor de atividade a IL-1β, IL-

6 e TNF-α produzidas por macrófagos. O harpagoside inibiu a produção de citocinas 

inflamatórias, sem citotoxicidade a uma concentração de 200 μM.  

Segundo Bowman et al. (2004) estudos tem sido sugerido que a relação de IL-12 

com PGE2 é o fator limitante na iniciação da produção de IFN-γ e comprometimento 

com a linhagem celular do tipo Th1. Além disso, foi demonstrado que a PGE2 inibe a 

secreção de IL-12 em monócitos humanos e células dendríticas derivadas de medula 

óssea e que induz seletivamente a IL-12. A infecção das células epiteliais intestinais 

humanas por Salmonella é acompanhada por liberação de PGE2. O aumento na 

expressão de COX-2 e subseqüente acumulação de PGE2 que são estimuladas pela 

Salmonella. A relação entre células mononucleares e IL-12 durante a infecção por 

Salmonella traz contribuições para compreensão dos estímulos inflamatórios envolvidos 

nesse modelo. Em nosso modelo de infecção intestinal por S. Enteritides, o número de 

células mononucleares no sangue e LPC aumentou no 7º dia pós infecção (Fig. 14B e 

15B), e esses dados são concomitantes com o aumento da IL-12 no 7º dia (Fig. 17B), 

corroborando com os resultados obtidos por Bowman et al. (2004). 

 Segundo Huang et al. (2005) supressão da síntese de proteínas inflamatórias 

pelo harpagosideo (COX-2 e iNOS) e possivelmente outras proteínas da inflamação, 
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bloqueia a produção de mediadores tais como PGE2, e poderia explicar pelo menos em 

parte, a eficácia do extrato da H. procumbens, usada clinicamente no tratamento da dor 

e para as condições inflamatórias, tais como artrite reumatóide e osteoartrite.  

 Para Mizuno et al. (2003) a IL-12 e IL-18, com mútuo complexo de interações, 

parecem estar envolvidas na ativação de células T, resultando na produção de IFN-γ em 

infecção por Salmonella em humanos. Segundo Rydström (2007), Yrlid et al. (2000) e 

Eckman et al. (2001) IL-12 e IL-18 são produzidas pelas células dentriticas e 

macrófagos / monócitos após ativação, e a sua principal função é induzir e aumentar a 

produção de IFN-γ. Além disso, IL-12 desempenha um papel crucial na estimulação da 

resposta Th1 da imunidade mediada por células contra micro-organismos intracelulares. 

Em nossa pesquisa, observamos aumento de IL-12 do 3º dia (Fig. 17A) e no 7º dia (Fig. 

17B) nos animais do grupo infectado. Ainda, no 7º dia de infecção houve um aumento 

de IL-12 no grupo infectado e não tratado (Fig. 17B). Além disso, nossos resultados 

demonstraram que, animais infectados com S. Enteritidis e tratados com H. procumbens 

tiveram diminuição significativa de neutrófilos (Fig.10B) e células mononucleares (Fig. 

14B e 15B). E o tratamento parece ter modular negativamente a produção de IL-12 (Fig. 

17B) nesses animais, sugerindo um efeito controverso no controle da atividade 

imunológica nesse modelo. 

 Mitrücker & Kaufmanna (2000) demonstram que a infecção de camundongos 

por Salmonella induz uma resposta Th1, caracteriza uma produção de grandes 

quantidades de IFN-γ. No entanto, há relatos que indiquem que sob certas condições de 

infecção com Salmonella atenuada podem induzir resposta Th2, caracterizada pela 

produção de IL-4 e aumento dos níveis séricos de IgE, de forma controvérsia. As 

citocinas IL-4 e IL-10 têm sido estudadas em infecção por Salmonella, a qual é 

produzida por uma variedade de células, incluindo células T, e é capaz de regular tanto 

a produção de citocinas e como ativação de macrófagos. De acordo com Mastroeni 

(2002), a IL4 é produzida por células NK na fase precoce da doença. E a ausência de 

IL4 confere maior resistência à infecção por Salmonella, conforme indicado pelo atraso 

na morte e a formação reduzida de abscessos, em camundongos IL4 -/- (knockout)  em 

comparação com os IL4 +/+ infectados com Salmonella. Além disso, as funções dos 

macrófagos e a produção de IL-12 são reforçadas na seqüência pela neutralização da IL-

4 por anticorpo específico. Em nosso estudo, a produção de IL-4 apresentou aumento 
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nos animais tratados com H. procumbens (Fig. 18A) sugerindo que, animais infectados 

por S. Enteretidis e tratados com H. procumbens parece favorecer um microambiente 

que direcione o perfil da resposta imune de Th1 para Th2, visto que a IL-12 apresentou 

diminuição nesses mesmos animais (Fig. 17B). 

 Pie et al.(1996) relaciona que o IFN-γ está envolvido na ativação da atividade 

bactericida de macrófagos, e a IL-10 tem efeitos regulatórios importantes sobre as 

respostas imunitárias e inflamatórias, sendo predominantemente mediada por 

macrófagos. IL-10 inibe TNF-α e IL-12 por macrófagos e apresenta efeito estimulador 

sobre a produção de IFN-γ por células NK.  

 Segundo Bermudez et al. (1993), Reed et al. (1994) e Wagner (1994) a IL-10 

endógena pode diminuir a resistência à infecção. E outros autores demonstraram em 

seres humanos que a IL-10 aumentou os níveis séricos durante a septicemia e a 

meningite diagnosticada nestes indivíduos (MAESTROENI et al., 1992; LEHMANN et 

al., 1995). Estes resultados são consistentes com relatos obtidos com outras infecções 

bacterianas em modelos experimentais como o de Bohn et al. (1994) com Yersinia 

enterocolitica e Ehlers et al. (1992) com Listeria monocytogenes. Segundo Pio et al. 

(1996) alguns estudos correlacionam essa variação na produção de citocinas com a 

gravidade da infecção e parece ser uma conseqüência, em vez de ser a causa da 

susceptibilidade à infecção por S. typhimurium. Assim, foi sugerido que a IL-10 não 

está envolvida na proteção, mas reflete a gravidade da doença. Níveis de IL-10 sérica 

foram maiores em pacientes com choque séptico do que naqueles sem choque séptico. 

Estes autores sugerem que a produção de IL-10 correlaciona com a gravidade da 

doença. Nossos resultados demonstraram que, embora não houvesse diferença 

significativa estatisticamente, foi observada diminuição nos níveis de IL-10 nos animais 

infectados e tratados (Fig. 19B). Esses dados corroboram com a literatura onde IL-10 

parece estar relacionada com a gravidade da salmonelose. Dessa forma, em nossos 

resultados observamos diminuição de IL-10 nos animais infectados com S. Enteretidis e 

tratados com H. procumbens (Fig. 19), que embora não seja significativa esta diferença, 

apresenta um efeito biológico na contenção do processo inflamatório nas vilosidades 

intestinais demonstrado no histopatológico do intestino desses animais (Fig. 21F). 

 Sabe-se para que Salmonella apresenta genes associados à virulência que são 

responsáveis pela infecção local (mucosa intestinal), ou seja, os primeiros estágios da 



62 

 

 

 

infecção SPI 1 e que atuam na infecção sistêmica SPI 2 (GALLAN & COLLMER, 

1999; HENSEL, 2000; WALLIS & GALLOW, 2000; HANSEN-WESTER & 

HENSEL, 2001; HENSEL, 2004). Com o resultado de hemocultura negativa para todos 

os grupos acreditamos não houve invasão do fígado, e que provavelmente a Salmonella 

Enteritidis ATCC 13076 não apresenta o gene SPI 2 que atua na infecção sistêmica. 

Nossos dados demonstraram que no intestino delgado houve discreta invasão da 

Salmonella nos animais infectados e não tratados no 7
o
, pois as extremidades das 

vilosidades apresentaram-se ―contraídas‖, o que possivelmente favoreceu o infiltrado de 

leucocitário nesse tecido. Estes dados estão de acordo com Monak et al. (2004) e Franco 

e Landgraf (1996) que demonstraram que a Salmonella após atravessar a barreira 

epitelial, infectam preferencialmente fagócitos no interior da lâmina própria, continuam 

a se multiplicar e são seqüestradas nos linfonodos regionais e após a invasão, as 

extremidades das vilosidades contraem e são invadidas por neutrófilos, como observado 

na figura 19E. No entanto, quando animais infectados com S. Enteritidis são tratados 

com H. procumbens apresentam recuperação da arquitetura das vilosidades intestinais, 

com aparente redução do infiltrado inflamatório, sugerindo que H. procumbens pode ser 

candidato ao controle do processo inflamatório intestinal induzido por S. Enteritidis 

(Fig. 21F). 
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8. CONCLUSÃO  

 

O tratamento com o extrato etanólico da H. procumbens: 

 Modulou negativamente o recrutamento de células mononucleares para a 

cavidade peritoneal caracterizando um efeito anti-inflamatório nesse 

compartimento; 

 Apresentou efeito inibitório na produção de TNF-α, fato este que pode estar 

relacionado com a discreta diminuição do processo inflamatório; 

 Diminuição dos níveis de IL-10 no grupo SE+HP parece estar relacionado com a 

diminuição da gravidade da salmonelose; 

 Apresentou redução da hipertrofia das vilosidades com preservação da 

arquitetura intestinal, embora ainda tenha discreto infiltrado de células 

inflamatórias; 

 A cepa Salmonella Enteritidis (ATCC13076) possivelmente não apresenta o 

gene SPI 2, responsável pela invasão e disseminação desta bactéria, o que 

possivelmente favoreceu a hemocultura negativa. 
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