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Avaliamos, neste trabalho, os efeitos da Geléia Real (GR) sobre o
crescimento e diferenciacao dos precursores hematopoiéticos da medula dssea e
baco em animais infectados com Listeria monocytogenes. Além disso, a atividade
estimuladora de col6nias do soro, as alteragdes no peso do bago e a resisténcia
dos animais frente a infecgao também foram avaliados.

Para tanto, camundongos BALB/c foram tratados profilaticamente, por um
periodo de 7 dias consecutivos, com GR nas doses de 125, 250, 500 e 750
mg/Kg, por gavagem. Posteriormente, os animais foram infectados
intraperitonealmente com uma dose subletal (1,5x10° bactérias/animal) de Listeria
monocytogenes. Para avaliarmos a resisténcia dos animais frente a infeccao,
realizamos uma curva de sobrevida utilizando uma dose letal desta bactéria
(1,5x10° bactérias/animal).

Nossos resultados demonstraram um decréscimo significativo no numero
de precursores hematopoiéticos da medula 6ssea nos animais infectados com
Listeria monocytogenes, além de uma significativa hematopoiése extramedular.
No entanto, quando os animais foram tratados profilaticamente com GR,
independentemente da dose administrada, houve uma reversao da
mielossupressao induzida pela infecgao, resultando em niveis normais de CFU-
GM.

Outro aspecto importante €& com relacdo a producao de fatores
estimuladores de colonias de células hematopoiéticas. Neste sentido, observamos
que os animais infectados apresentaram uma maior atividade estimuladora de
colénias no soro. A administracao prévia de GR, nas quatro doses avaliadas, nos

animais infectados, aumentou significativamente a atividade estimuladora do soro,
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resultando em um aumento no nimero de CFU-GM em relagdo aos grupos
apenas infectados.

Alem disso, observamos também, um aumento do peso do bago dos
animais infectados, enquanto que valores normais foram obtidos quando os
animais receberam GR antes da infecgdo, em todas as doses administradas.

O tratamento com GR aumentou a resisténcia dos animais frente a
listeriose, sendo que a probabilidade de sobrevida para as doses de 125, 250, 500
e 750 mg/Kg foi de 37,5, 37,5, 25 e 12,5%, respectivamente, nao havendo
diferencas estatisticamente significativas entre si.

Nossos resultados sugerem que a GR possui uma potente atividade
imunomoduladora, corroborando com resultados existentes na literatura e
anteriormente obtidos em nosso laboratério. A ampla faixa terapéutica do
composto frente a listeriose foi comprovada, visto que ndo houve uma alteracéo
significativa entre as respostas imuno-hematopoiéticas nas doses avaliadas,
sugerindo que mesmo em baixas concentragdes, a GR € capaz de restaurar o

sistema imunologico frente a infecgao.
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We evaluated in this work the effects of Royal Jelly (RJ) on growth
and differentiation of bone marrow and spleen hematopoietics progenitors in
Listeria monocytogenes (LM) infected mice. We also evaluated serum colony-
stimulating activity, alterations in spleen weight and animal resistance front to the
infection. In such way, BALB/c mice were profilacticly treated with RJ by gavage for
7 consecutive days with doses at 125, 250, 500 and 750 mg/Kg. Three hours after
the last treating day the animals were infected intraperitoneally with a sublethal
dose of the bacteria (1x10° LM/animal). To evaluate animal resistance front to the
infection we carried out a survival analysis with a lethal dose of the bacteria (1x10°
LM/animal). Our results demonstrated significant decrease on the hematopoietic
progenitor numbers in LM bearing mice and significant extramedullar
hematopoiesis as consequence. In the other hand, myelossupression induced by
listeriosis was reverted when bearing mice were treated profilacticly with all doses
of RJ, resulting in normal levels of CFU-GM. Another important aspect regards
colony-stimulating factor production by hematopoietic cells. In this direction, we
observed that the infected animals presented higher serum colony-stimulating
activity. Previous administration of RJ at all doses in infected mice significantly
increased serum stimulatory activity as well as CFU-GM number when compared
to non-treated bearing groups. We also observed spleen weight increase in the
non-treated infected group at all doses, which contrasted with normal values
obtained in previously treated bearing mice. In addition, the administration of RJ at
125, 250, 500 and 750 mg/Kg increased animal resistance front to listeriosis to
37,5%, 37,5%, 25% and 12,5%, respectively. Our results have demonstrated that

RJ has a stimulating effect on the modulation of the immuno-hematopoietic
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response in mice infected with LM. Moreover, the treatment with RJ increased
survival rate in infected mice with lethal dose of the bacteria. We demonstrated that
RJ presents extensive therapeutic dose range since the adminisitration of all

evaluated doses (125, 250, 500 and 750 mg/Kg) presented similar results.
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Geléia Real

A Geléia Real (GR) €& uma substancia secretada pelas glandulas
mandibulares hipofaringeas das abelhas operarias jovens quando tém a
disposicao agua, polen, mel e temperatura favoravel (SVER et al., 1995). Possui
aspecto viscoso, coloragdo branco-amarelada ou branco-acinzentada, levemente
opalescente, de sabor acido, picante ou doce e odor caracteristico. Também
conhecida como leite da abelha rainha, a GR & extremamente importante para a
manutencao da colméia, pois serve de alimento para as larvas em
desenvolvimento e para a abelha rainha por toda a sua vida, permitindo assim,
gue a mesma viva 60 vezes mais do que as abelhas operarias (HAYDAK &
PALMER, 1942; HAYDAK, 1943; PRATT & HOUSE, 1949; WEAVER & KUIKEN,
1951).

Em decorréncia da sua agao multipla sobre o organismo humano, incluindo o
aumento do apetite e do peso corporal, o aumento da resisténcia organica as
infecgoes, a estimulagao do metabolismo e do sistema imunolégico, favorecendo a
recuperacao dos pacientes, a GR tem sido amplamente utilizada para a prevencao
da senilidade. Alem disso, outros efeitos sdo relatados, como a melhora do
desempenho fisico e intelectual, a diminuigao do estresse e o embelezamento da
pele, cabelo e unhas (CHO, 1977; KAMAKURA et al., 2001; KAMAKURA et al.,
2002).

Por estes motivos, a GR €& tida como sendo, provavelmente, a unica
substancia do mundo capaz de desacelerar o curso natural do relogio biolégico

gue determina o tempo de vida no reino animal (GARCIA-AMOEDO, 1999).
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As funcdes da GR estao estritamente relacionadas com seus componentes
ativos, tais como aminoacidos livres (arginina, histidina, isoleucina, lisina,
metionina, fenilalanina, tireonina, ftriptofano e valina), proteinas (12-15%),
acucares (10-16%), acidos graxos (3-6%) (principalmente o 10-hidroxidecandico;
10-HDA), minerais (principalmente calcio e ferro) e vitaminas (principalmente
tiamina, niacina, riboflavina e acido ascoérbico) (WEAVER & KUIKEN, 1951;
PATEL & HAYDAK GOCHNAVER, 1960; KARAALI, MEYDANOGLU & EKE, 1998;
ALBERT et al., 1999; TANIGUCHI et al., 2003).

Iniumeras pesquisas t€m demonstrado as propriedades imunomoduladoras
da GR. Neste sentido, vale ressaltar que alguns experimentos foram realizados
utilizando fragbes da substancia, ou seja, ativos isolados; por outro lado, alguns
estudos avaliaram os efeitos da administragdo da GR bruta.

OKA et al. (2001) constataram que a GR € capaz de suprimir reagoes
alérgicas como consequéncia da restauragao da fungdo dos macréfagos e do
equilibrio da resposta celular por Th1/Th2, aumentando significativamente os
niveis de GSH (glutationa reduzida) nos macréfagos. Em adicao, a administragéao
da GR aumentou a expressdo de IL-12 e a producdo de NO (6xido nitrico), e
diminuiu a sintese de PGE (prostaglandina E,) pelos macrofagos.

A atividade estimuladora da proliferagdo de monodcitos humanos in vitro foi
verificada por KIMURA et al. (1996), que isolaram algumas glicoproteinas da GR.

KOHASHI et al. (1980) demonstraram a presenca, na GR, das neopterinas,

que possuem a capacidade de induzir um aumento do numero de mondcitos e
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macrofagos como conseqiiéncia da estimulagdo da producao de IFN-y (AIZAWA et
al., 1998; HAMERLINCK, 1999).

Além disso, estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que a
GR possui propriedades imunomoduladoras, contribuindo assim para a protecéo
contra a mielossupressdo induzida pelo Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) em
camundongos na sua fase inespecifica (LUENGO et al., 2003 — submetido para
publicagcao).

Outro aspecto importante da GR é a presenca do 10-HDA, constituinte da
fracao lipidica e um de seus mais importantes compostos (BLOOD WORTH et al.,
1995; BARKER et al., 1959). A sua atividade antibidtica foi motivo de estudo para
BLUM, NOVAK & TABER (1959), que verificaram a sua ag¢ao antibacteriana e
antifungica.

Além disso, o 10-HDA apresenta 1/4 da atividade antimicrobiana da penicilina
contra Micrococcus piogenes, e 1/5 da atividade da clortetraciclina contra
Escherichia coli (NASSIS et al., 1995).

XU et al. (2002), em um trabalho recente, verificaram a acao anti-
hiperlipidémica do 10-HDA, que mostrou reduzir significativamente os niveis de
triglicérides e de pB-lipoproteinas em ratos hiperlipidémicos, além de promover
aumento nos niveis séricos de HDL-colesterol (SHEN et al., 1995)

Um derivado do 10-HDA, o diHDA-glicerol (1-(2-metoxietoximetil)2,3-(10-
hidroxidecanol)(E) glicerol), foi sintetizado por POLLET et al. (2002), que
demonstraram sua protecao contra Salmonella typhimurium em camundongos

infectados.
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Outra importante proteina presente na GR, denominada “Royalisin’,
demonstrou possuir potente atividade antibacteriana contra certas bactérias Gram
positivas, tais como Lactobacillus, Bifidobacterium e Leuconostoc (FUJIWARA et
al., 1990).

Com base na composicdao da GR e nos resultados obtidos com o produto
nestes diversos trabalhos, buscamos demonstrar 0 poder imunomodulador da GR

em camundongos frente a infecgcao pela bacteéria Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes

A infeccdo por Listeria monocytogenes em camundongos tem sido
amplamente utilizada como modelo de interagao entre parasita e hospedeiro para
a avaliagcdo da resposta imunologica, visto que possibilita o estudo da resisténcia
do hospedeiro a bactérias intracelulares e facilta a compreensdao dos efeitos
produzidos pelo agente em estudo (HAHN & KAUFMANN, 1981).

Listeria monocytogenes € um pequeno bacilo Gram-positivo que nao forma
esporos e possui acao intracitoplasmatica (KAUFMANN, 1993). E capaz de invadir
e multiplicar-se em células ndo fagociticas, podendo inicialmente infectar células
epiteliais intestinais. A Listeria também consegue sobreviver no interior dos
macréfagos, onde também se multiplica (KIM et al. 2001). Apos ser fagocitada, a
Listeria monocytogenes produz a Listeriolisina O (LLO), uma toxina que lisa o
fagolisossomo permitindo sua saida para o citoplasma, onde ocorre sua
proliferacdo e consequente migracédo para a celula adjacente (NISHIBORI et al.,

1996; DRAMSI et al., 1998).
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A resisténcia a esta bactéria esta associada inicialmente a imunidade inata
do hospedeiro seguida por uma resposta imune especifica, o que garante a total
eliminacao do agente.

As celulas fagocitarias envolvidas na resposta imunolégica frente a infecgao
sao originarias das ceélulas primitivas pluripotenciais da medula Ossea,
denominadas células formadoras de col6nia (CFCs), as quais podem dar origem a
qualquer célula sanglinea, dependendo do estimulo recebido (METCALF, 1984;
QUEIROZ, 1988). O crescimento e a diferenciacao dessas células sao moduladas
pelos fatores estimuladores de coldnias (CSFs) (METCALF, 1984, 1989).

Primeiramente, a infecgdo por Listeria monocytogenes ativa as células
imunes e induz a cascata dos horménios e citocinas (MACCANN et al., 1994).
Macrofagos, células “natural-killer” (NK) e neutréfilos desempenham importante
papel no estagio inicial da imunidade inata, e as células T estdo envolvidas em
outro estagio da imunidade antigeno-especifica (COLAN & NORTH, 1994).
Citocinas, incluindo interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-12 (IL-
12), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y), responsaveis
por mediar a formagado de macrofagos, células dendriticas e células NK, sao
envolvidos na fase inicial dos mecanismos de defesa (DARLYMPLE et al., 1995).
As células NK sio a maior prova da producédo de IFN-y neste periodo (HARTY &
BEVAN, 1996). IFN-y ou genes receptores para IFN-y sdo responsaveis pela
susceptibilidade a infeccdo primaria por Listeria monocytogenes (FARRAR &
SCHREIBER, 1993). Neste sentido, IL-12 e TNF-«,, como sao produtos ativadores

de macrofagos sdo os maiores ativadores das células NK para a sintese e
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secrecao de IFN-y e sua secrecdo (KISHIKAWA & LAWREMCE, 1997). Sendo
assim, IL-12 e TNF-a tém efeito sinérgico na produgdo de IFN-y (TRIPP &
UNANUE, 1993). Por outro lado, a super-ativagdo do gene da IL-6 leva &
exacerbacao da infeccao por Listeria monocytogenes e ao decaimento das
fungdes de neutrofilos e macrofagos (DARLYMPLE et al., 1995). A iniciacao da
resposta inflamatoria € de grande importancia na resisténcia a infeccao primaria
por Listeria monocytogenes bem como na inducdo dos fatores ativadores de
macrofagos, como o IFN-y. Todavia, a existéncia de uma via independente de IFN-
v para a defesa contra esta bactéria tem sido observada em ratos (HARTY &
BEVAN, 1995). No entanto, o IFN-y tem papel critico nesta resisténcia e nao deve
ser deixado de lado, visto que em altas concentracbes promove a ativacao do
macrofago conduzindo a uma maior expressdo das moléculas da classe |l do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC classe 1), o qual apresenta um
sistema especifico do organismo contra a bactéria, atuando na erradicacao da
infeccao, através da acédo de células T CD4" CD8" o/p e CD4 CD8 v/ (KIM et al.,

2001).

Mediante todos os resultados ja obtidos que relatam a atividade
imunomoduladora da Geléia Real em conjunto a auséncia de estudos mais
aprofundados sobre a atividade protetora da Geléia Real em infecgcbées bacterianas
imunocomprometedoras, realizamos neste trabalho, utilizando o modelo
experimental de infeccao pela Listeria monocytogenes, a avaliacao de suas

propriedades imunomoduladoras. Os parametros avaliados foram o crescimento e
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a diferenciacao dos precursores hematopoiéticos da medula 6ssea e do bago, a
producao de fatores estimuladores de coldnias de celulas hematopoieticas e as
alteracées do peso do bago na vigéncia da infecgdo. A sobrevida dos animais
tratados com GR frente a uma dose letal de Listeria monocytogenes também foi

avaliada.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos imuno-hematopoiéticos da
administracdo da Geleia Real (GR) em camundongos infectados com Listeria
monocytogenes. Os parametros avaliados foram:

- 0 numero de precursores hematopoéticos da medula ossea e baco;

- a producao dos fatores estimuladores de coldnias de células precursoras
hematopoeticas;

- a resisténcia do animal a uma dose letal de Listeria monocytogenes;

- 0 peso do baco (presenca de esplenomegalia).
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MATERIAL E METODOS:
1. Animais:

Para a realizagao dos experimentos foram utilizados camundongos BALB/c
machos com idade entre 8 e 10 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da
UNICAMP. Apds obtencao, os animais foram divididos (6 animais por grupo) e
submetidos ao tratamento de acordo com o protocolo experimental, a saber:

a) animais controle, sem tratamento;

b) animais tratados com Geléia Real (GR) (125, 250, 500 e 750 mg/Kg)

durante 7 dias;

c) animais infectados com Listeria monocytogenes,

d) animais tratados com GR (125, 250, 500 e 750 mg/Kg) e infectados.

As doses de GR e Listeria monocytogenes que foram utilizadas neste

trabalho foram estabelecidas baseadas em estudos preliminares realizados

em nosso laboratorio (QUEIROZ et al., 2003).

2. Listeria monocytogenes:

A bactéria Listeria monocytogenes utilizada para infectar os animais € um
cocobacilo Gram-positivo, anaerobio facultativo, movel por flagelos peritriqueos a
temperatura ambiente, facilmente cultivavel em Agar-Sangue.

Esta cepa foi gentiimente cedida pelo laboratorio de Microbiologia do
Departamento de Patologia Clinica (Hospital da Clinicas-UNICAMP). Apos a
aquisicao a bactéria foi submetida a varios testes bioquimicos que confirmaram a

sua identidade. Os testes realizados demonstraram o seguinte:
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e Oxidase — positivo

e (Catalase — positivo

e Carboidratos — acao fermentativa

e Xilose — negativo

e Manitol — negativo

e Bili esculina — positivo

e Beta hemolise — positivo

e CAMP-Test: - Staphylococcus aureus — positivo

- Rhodococcus equi — negativo

Para a manutencao da patogenicidade desta bactéria, a mesma foi
periodicamente repassada em camundongos, através da inoculagcao
intraperitoneal da Listeria monocytogenes em solucao salina 0,9%. Quarenta e
oito horas apos a inoculagdo deste microorganismo os bagcos dos camundongos
foram isolados em ambiente estéril, macerados e mantidos em BHI por 24-48
horas. Para a obtencao das colénias, a Listeria monocytogenes foi plaqueada em
Agar-Sangue e incubada por 24 horas em estufa a 37° C. Apés o isolamento das
coldénias de bactérias, estas foram diluidas até atingir a concentracao apropriada
para o uso.

No momento da infeccao dos animais, foi necessario determinar o numero
ideal de microorganismos a ser injetado. A dose ideal nao deve provocar a morte
do animal muito rapidamente, para que seja possivel a avaliagao dos parametros
propostos apos a infecgdo. Desta forma, a bactéria foi incubada em meio de

cultura BHI por 24-48 horas a 37° C. As colbnias obtidas das culturas frescas de

MATERIAL E METODOS



Agar-Sangue foram diluidas em solugdo salina a 0,9% e as concentracdes
determinadas por espectrofotometria através da Escala de Mc-Farland (Vitek
colorimeter).

Para o estudo dos parametros imunolégicos e hematologicos foi utilizada a
dose subletal de 1,5x10> bactérias/animal. Para a avaliagdo da sobrevida dos
animais foi necessario utilizar uma concentracao letal de 1,5x1 0° bactérias/animal,
a qual foi inoculada intraperitonealmente. A inoculagao foi feita no sétimo dia de
tratamento, 3 horas apds a ultima dose de GR.

A resposta hematopoiética foi avaliada 24, 48 e 72 horas apos infeccao.

3. Tratamento:

3.1 Geléia Real:

A amostra de GR foi adquirida do Apiario Lambertucci de comercializagao de
produtos apicolas. As amostras foram mantidas sob refrigeracédo a — 18° C e ao
abrigo da luz, desde o momento do recebimento até o momento do experimento.

Para o tratamento dos animais, a GR foi diluida em agua estéril e
administrada nas doses de 125, 250, 500 e 750 mg/Kg por via oral, durante 7 dias

consecutivos.

4. Cultura clonal de precursores hematopoiéticos da medula 6ssea e bago de
camundongos (CFU-C):

Para enumerar estas células clonogénicas € importante que todas as células
multipotenciais presentes na cultura sejam induzidas a proliferar e que as

condi¢oes de cultura sejam ajustadas para se evitar a superposi¢ao de coldnias na
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placa de petri e permitir a identificacao de cada colénia. Também & importante que
o fator estimulador de colonias SCM seja utilizado em condigbes maximas. Além
disso, a escolha do soro fetal bovino deve ser feita cuidadosamente devido a
variagao na atividade dos varios lotes e marcas.

4.1 Medula Ossea:

Apos sacrificar os animais por deslocamento cervical realizamos uma
antissepsia da pele com alcool 70%. Apos exposicao do fémur, removemos a
cartilagem sobre o orificio na extremidade distal e cortamos o osso na jungdo
superior.

A medula ¢ssea foi transferida com auxilio de agulha de seringa para um
tubo contendo 5 mL de meio RPMI-1640 (Cultilab).

O numero de células na suspensdao foi contado em camara
hematocitométrica apos diluicdo 1:10 das células em azul de tripan 1% e a
concentracao da suspensao celular ajustada para 1x1 0° células/mL.

4.2 Bago:

Apos a retirada da medula 6ssea realizamos uma pequena incisao na regiao
lateral esquerda da cavidade peritoneal e o bago foi removido com auxilio de uma
pinga, sendo em seguida lavado em solucao salina estéril e transferido para um
tubo contendo 9 mL de meio RPMI-1640. A seguir o bago dos animais foi
macerado para obtencao de uma suspensao celular.

O numero de células na suspensdao foi contado em camara
hematocitomeétrica apos diluigao 1:20 das células em azul de tripan 1% e a

concentracao ajustada para 2x1 0° células/mL.
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4.3 Preparagao das placas de cultura da medula éssea e bago em meio
semi-solido:

Preparou-se o0 meio mais agar (Bacto-agar-Difco) o qual consiste em:

e 30% de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Sigma) 2x

concentrado;

e 20% de soro bovino fetal (SFB);

e 50% de agar (concentragao final 0,3%).

A seguir, adicionamos ao meio descrito, o volume apropriado de células
(1x10° células/mL para a medula éssea e 2x10° células/mL para o baco) e
distribuimos volumes de 2 mL em cada placa de petri (35mm), ja contendo 100uL
do estimulo apropriado (SCM). Deixamos geleificar e incubamos por 7 dias a 37°
C em presenca de 5% de COz2. Apos este periodo contamos o numero de colonias
formadas em microscopio de dissecgdo em aumento de 40 vezes.

Para estudo morfologico, as colbnias foram fixadas com glutaraldeido 2,5%

(v/v) e coradas com Luxol Fast Blue/Leishman.

5. Preparacgao do meio condicionado de células esplénicas (SCM):

Bacos de camundongos BALB/c foram removidos sob condigbes assépticas e
passados delicadamente através de peneira de aco inoxidavel esteril.

Preparamos uma suspensao com 2x10° células/mL em meio RPMI-1640
(Sigma) contendo 10% de soro fetal bovino.

Adicionamos ao meio 5x10™ moles/L de 2-mercaptoetanol e 1,65ug/mL de

“pokeweed mitogen”.
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Incubamos por 7 dias a 37° C em estufa Umida contendo 5% de COzno ar.

Centrifugamos o sobrenadante e filtramos em membranas de 0,45um
(Millipore).

A atividade funcional do CSF foi determinada através dos estimulos
produzidos sobre o crescimento clonal de células progenitoras hematopoiéticas
em meio semi-solido.

A titulagdo deste lote de SCM demonstrou que uma diluicao de até 1:4
forneceu resultados que estdo dentro dos niveis de resposta maxima. Os
resultados em duplicata da titulacdo realizada em cultura de 7 dias estao
apresentados na tabela abaixo.

Titulagdo do meio condicionado de células esplénicas (SCM) em presenca

de células de medula 6ssea de camundongos BALB/c:

DILUICAO SCM CFU-C x 10°*
14 109,2 + 4,2
1:2 102 + 3,5
1:4 105,6 £ 5,1
1:8 75,6 4.2
1:16 57,6 +4,0
1:32 348+ 3,0
1:64 7.2% 1.2
1:168 0

* Numero total de células por fémur
Resultados obtidos em duplicata por diluicdo

6. Obtencao do soro dos animais para deteccao da atividade dos fatores
estimuladores de coldnia:
O sangue dos animais foi obtido atraves de pungéo cardiaca sendo

preparado em “pools”, centrifugado para obtencao do soro e armazenado a -20° C.
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A presencga de fatores estimuladores de colénias no soro dos animais em questao
foi determinada pela sua capacidade promotora do crescimento e diferenciacdo de
precursores hematopoiéticos da medula 6ssea de animais normais. A atividade
estimuladora de colonia foi expressa em unidades/mL e determinada a partir da
curva de titulagdo do meio condicionado de células esplénicas (SCM) (QUEIROZ

et al., 2003).

x10°

120

100 -

80 -

60 4

40 -

20 4

Numero de coldnias/Fémur

1
1 unidade

7. Realizagao da curva de sobrevida:

Para o estudo dos efeitos do tratamento com a GR na sobrevida dos animais
infectados com Listeria monocytogenes, estes foram divididos em quatro grupos
experimentais: infectados; tratados com GR 125 mg/Kg e infectados; tratados com
GR 250 mg/Kg e infectados; tratados com GR 500 mg/Kg e infectados; tratados
com GR 750 mg/Kg e infectados (n=20/grupo). Todos os animais foram infectados
intraperitonealmente com uma dose letal de Listeria monocytogenes (1,5x10°
bactérias/animal) 3 horas apés a ultima dose de GR. Em seguida, os animais

foram observados por um periodo de 30 dias.
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8. Peso do bago dos animais submetidos aos referidos tratamentos:
8.1 Peso do Baco:
Apods a remogao do bago como descrito no item 4.2, seu peso foi mensurado

em gramas para posterior analise.

9. Analise estatistica:

A Analise de Variancia foi utilizada para avaliar as variaveis CFU-C/fémur;
CFU-C/bago; fatores estimuladores de coldnias e pesos do bago. O teste de Tukey
foi utilizado quando a analise de variancia detectava diferencas significativas entre
OS grupos.

A curva de sobrevida dos animais foi representada pelo método descrito por
Kaplan-Maier, 1958 (COLLET, 1994). A comparacéao entre os grupos foi realizada
pelo teste de Log-rank (procedimentos nao parameétricos).

Em todos os grupos estudados, considerou-se estatisticamente significativos

aqueles cujos valores de P foram < 0,05.
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1. Efeitos da GR sobre o numero de precursores hematopoiéticos da
medula éssea e do bago de camundongos (CFU-C):

1.1. Medula Ossea:

Os resultados obtidos nesta avaliagao estao representados na figura 1 e
tabelas 1, 2 e 3 (apéndice).

O tratamento de animais normais com as quatro doses GR analisadas (125,
250, 500 e 750 mg/Kg) nao produziu alteracées na resposta mielopoiéetica, em
relagdo ao grupo controle. No entanto, a infecgao com Listeria monocytogenes nas
48 e 72 horas, causou uma redugao significativa no numero de CFU-C em relagao
ao controle (n=6, P<0,001 — ANOVA, Tukey) e tambem em relacao a infecgao nas
primeiras 24 horas (n=6, P<0,001 — ANOVA, Tukey).

E interessante observarmos nesta figura, que o tratamento com GR
normalizou os niveis de CFU-C em todos os grupos infectados, indicando que o
tratamento profilatico com este composto de origem animal conseguiu prevenir a
supressao medular induzida pela infeccdo bacteriana (n=6, P<0.001 — ANOVA,
Tukey).

Outro aspecto importante a ser observado neste resultado € a auséncia de
diferencas significativas entre as quatro doses de GR analisadas, indicando que

esta substancia possui uma ampla faixa terapéutica.
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1.2. Bago:

Os resultados obtidos nesta avaliagao estao representados na figura 2 e
tabelas 4, 5 e 6 (apéndice).

Nesta avaliacdao, mais uma vez verificamos auséncia de alteragbes no
numero de CFU-C na cultura clonal de células esplénicas apds o tratamento
profilatico dos camundongos normais com as quatro doses GR analisadas (125,
250, 500 e 750 mg/kg). Alem disso, estes resultados foram similares ao grupo
controle sem tratamento. No entanto, quando os animais foram infectados com
Listeria monocyfogenes, a hematopoiese extramedular foi evidente em 48 e 72
horas ap6s a infeccao, pois o nimero de CFU-C apresentou-se significativamente
aumentado em relacdo aos animais controle (n=6, P<0,001- ANOVA, Tukey).
Porém, quando os animais infectados foram profilaticamente tratados com GR por
7 dias consecutivos, ndo observamos a presenca de hematopoiése extramedular,
visto que o numero de CFU-C obtido foi semelhante ao do grupo controle.

Nesta avaliagdo, tambem nao verificamos diferencas na resposta

hematopoiética extramedular entre as quatro doses testadas.
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Figura 1. Avaliacdo dos efeitos da GR sobre o crescimento e diferenciagéo de
precursores hematopoiéticos da medula dssea de camundongos BALB/c
infectados com Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via
intraperitoneal). Os animais foram sacrificados 24, 48 e 72 horas apés a infecgao
(n=6, P<0,001 ANOVA-Tukey).

CTRL: controle I: infectados

GR125: tratados com GR GR125+!: tratados com GR (125
(125mg/Kg) durante 7 dias mg/Kg e infectados com LM
GR250: tratados com GR GR250+!: tratados com GR (250
(250mg/Kg) durante 7 dias mg/Kg) e infectados com LM
GR500: tratados com GR GR500+!: tratados com GR (500
(500mg/Kg) durante 7 dias mg/Kg) e infectados com LM
GR750: tratados com GR GR750+!: tratados com GR (750
(750mg/Kg) durante 7 dias mg/Kg) e infectados com LM
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Figura 2. Avaliacdo dos efeitos da GR sobre o crescimento e diferenciagéo de

precursores hematopoiéticos do bago de camundongos BALB/c infectados com

Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via intraperitoneal). Os

animais foram sacrificados 24, 48 e 72 horas apds a infecgdo (n=6, P<0,001

ANOVA-Tukey).

CTRL: controle

GR125: tratados com GR
(125mg/Kg) durante 7 dias
GR250: tratados com GR
(250mg/Kg) durante 7 dias
GR500: tratados com GR
(500mg/Kg) durante 7 dias
GR750: tratados com GR
(750mg/Kg) durante 7 dias
I: infectados

GR125+!: tratados com GR (125
mg/Kg e infectados com LM
GR250+!: tratados com GR (250
mg/Kg) e infectados com LM
GR500+I: tratados com GR (500
mg/Kg) e infectados com LM
GR750+1: tratados com GR (750
mg/Kg) e infectados com LM
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2. Efeitos da GR sobre a produgao de fatores estimuladores de coldnias:

A producdo de fatores estimuladores de coldnias foi expressa em
unidades/mL, conforme descrito no item 6 de material e métodos.

O soro de animais que nao receberam tratamento (grupo controle)
apresentaram apenas 1 unidade/mL de fator estimulador de coldnias (figura 3,
tabelas 7, 8 e 9 — apéndice). No entanto, quando os animais foram previamente
tratados com doses de 125, 250, 500 e 750 mg/Kg de GR, estes valores subiram
para 3,9, 3,8 e 3,7 unidades/mL, respectivamente. Esta diferenca foi
estatisticamente significativa em relagdo ao controle (n=6, P< 0,01 — ANOVA,
Tukey). Este aumento na concentracao dos fatores estimuladores de colonias em
relacdo aos animais controles ainda mais evidente foi obtido nos grupos de
animais apenas infectados com Listeria monocytogenes, para os trés periodos
estudados (24, 48 e 72 h), sendo que o pico maximo da atividade estimuladora de
colénias foi observado 48 h apos a infeccdo (n=6, P<0,01 — ANOVA, Tukey).
Nestes grupos infectados, o tratamento profilatco com a GR por 7 dias
consecutivos produziu um aumento adicional na produgédo dos fatores
estimuladores de colénias em relagao aos grupos apenas infectados (n=6, P<0,01
— ANOVA, Tukey).

Outro aspecto importante a ser analisado neste resuitado, € que novamente
nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados com as quatro doses de

GR (125, 250, 500 e 750 mg/Kg).
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Figura 3. Avaliagéo dos efeitos da GR sobre a producéo de fatores estimuladores
de coldnias de camundongos BALB/c infectados com Listeria monocytogenes
(1,5x10° bactérias/animal — via intraperitoneal). Os animais foram sacrificados 24,
48 e 72 horas ap6s a infecgao (n=6, P<0,01 ANOVA-Tukey).

CTRL: controle I: infectados
GR125: tratados com GR GR125+I: tratados com GR (125
g ang?glfgz dduraﬂte 7 ggs mg/Kg e infectados com LM

: tratados com Gl GR250+1: tratados com GR (250
gggglog-mgz cilurante 7 glés mg/Kg) e infectados com LM

: tratados com | GR500+1: tratados com GR (500
gg;g!ogffgz ddurante 73‘23 mg/Kg) e infectados com LM

: tratados com GR750+!: tratados com GR (750

mg/Kg) e infectados com LM
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3. Efeitos da GR na sobrevida de animais infectados com dose letal de

Listeria monocytogenes:

A figura 4 mostra os resultados obtidos nesta avaliagao. Assim sendo,
podemos observar que os animais apenas infectados apresentaram um indice de
mortalidade de 100% até o sexto dia apds a infecgdo. O tratamento profilatico com
a GR por 7 dias consecutivos aumentou a resisténcia dos mesmos a Listeria
monocytogenes, resultando em 37,5%, 37,5%, 25% e 12,5% de sobrevida com as
doses de 125, 250, 500 e 750 mg/kg, respectivamente (P<0,05 — Curva de Kaplan-
Maier, teste de Log-Rank).

Outro aspecto consideravel e o fato de que a dose de 125 mg/Kg apresentou
resultados semelhantes a dose de 250 mg/kg, 500 mg/Kg e 750 mg/Kg, sugerindo

que a diminuicao da dose nao implica na reducao de seus efeitos terapéuticos.

RESULTADOS



_ —— | infectados
w71 = — GR125 myKg
| —+— GR250 mylkg
17 —+— GR500 my/Kg
= 80- 1| —s— GR750 my/Kg
:.'; | e 9———-1
e .' |
8 604 1
3 |
3 o Tan N &P < 0,02
8 40- | | #P <001
ﬁ | v
8 - "P<00s
S 20- |
o | @ P <0,05
0 [ l | | 1 | i
0 5 10 15 20 25 30
Tempo {dias)

Figura 4. Avaliacdo dos efeitos da GR (125 mg/Kg, 250 mg/Kg, 500 mg/Kg,
750 mg/Kg) na sobrevida de camundongos BALB/c infectados com Listeria
monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal), (n=20, Curva de Kaplan-Maier, Long
Rank: &P<0,02, #P<0,01, *P<0,05 e @P<0,05) em relagdo ao grupo apenas

infectado.
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4. Efeitos da GR sobre o peso do bago dos animais:

Os resultados obtidos nesta avaliacdo estao apresentados na figura 5 e
tabelas 10, 11 e 12 (apéndice).

Os resultados obtidos nesta avaliacao foram coerentes com aqueles
verificados no estudo da hematopoiése extramedular. Desta forma, novamente
nao verificamos diferencas significativas entre o peso do bago dos animais
tratados com as quatro doses de GR (125, 250, 500 e 750 mg/kg) em relacéo ao
grupo controle nao tratado. Por outro lado, nos grupos infectados com Listeria
monocytogenes, nas primeiras 24 horas ja observamos um aumento significativo
no peso esplénico, em relagdo ao controle (n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey). Este
aumento foi ainda mais evidente 48 e 72 horas apoés a infecgao, visto que o peso
deste 6rgao aumentou significativamente em relagéo ao grupo apenas infectado
nas 24 horas (n=6, P<0,01 — ANOVA, Tukey). Entretanto, quando estes animais
foram previamente tratados com GR nas quatro doses analisadas (125, 250, 500 e
750mg/Kg), o aumento deste orgdo foi prevenido, atingindo pesos similares aos

grupos controle.
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Figura 5. Avaliagdo dos efeitos da GR sobre o peso do bagco de

camundongos BALB/c

infectados com Listeria monocylogenes

(1,5x10°

bactérias/animal — via intraperitoneal). Os animais foram sacrificados 24, 48 e 72
horas apos a infecgdo (n=6, P<0,05 ANOVA-Tukey).

CTRL: controle

GR125: tratados com GR
(125mg/Kg) durante 7 dias
GR250: tratados com GR
(250mg/Kg) durante 7 dias
GR500: tratados com GR
(500mg/Kg) durante 7 dias
GR759: tratados com GR
{750mg/Kg) durante 7 dias

I: infectados

GR125+!: tratados com GR (125
mg/Kg e infectados com LM
GR250+1: tratados com GR (250
mg/Kg) e infectados com LM
GRS500+I: tratados com GR (500
mg/Kg) e infectados com LM
GR750+I: tratados com GR (750
mg/Kg) e infectados com LM
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A infecgao por Listeria monocytogenes, um potente estimulador da resposta
imunologica inata em camundongos, representa um modelo de interacdo parasita-
hospedeiro que compromete significativamente o sistema hematopoiético
(MACKANESS, 1962; HAHN & KAUFMANN, 1981). Animais infectados com este
microorganismo apresentam um decréscimo no numero de células progenitoras da
medula ossea, principalmente de macréfagos e neutrofilos, e um aumento na
atividade dos fatores estimuladores de colénia do soro (DANTAS & QUEIROZ,
1999). Estes, por sua vez, sdo responsaveis pela modulacdo do crescimento e
diferenciagdo das ceélulas fagocitarias envolvidas na resposta imunologica
inespecifica frente a esta infeccao (METCALF, 1984, 1989).

O mecanismo inicial de defesa em decorréncia da listeriose consiste na
ativagdo das células imunocompetentes e na indugdo da cascata de hormdnios e
citocinas (MACCANN et al., 1994). Neste primeiro estagio, um papel importante &
desempenhado por macrofagos, células NK e neutrofilos, originados, em parte,
pela acdo de algumas citocinas, especialmente IL-6, IL-12, TNF-a e IFN-y, sendo
que IL-12 e TNF-a sdo os maiores ativadores das células NK para a sintese de
IFN-y. Em contrapartida, a ativacdo exagerada do gene da IL-6 leva a
exacerbagdao da infeccao por Listeria monocyfogenes e ao decaimento das
funcoes de neutrofilos e macrofagos (DARLYMPE et al., 1995).

Assim sendo, nossos resultados confirmam estes achados, visto que o
comprometimento da resposta imunologica nos animais infectados com Listeria
monocytogenes manifestou-se através de uma diminuigao significativa no numero

de precursores mieldides da medula 6ssea de camundongos nos periodos de 48 e
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72 horas apos a infeccdo, quando comparados com animais controle nao
infectados. Em paralelo a diminuicdo de células progenitoras da medula dssea
verificamos, nestes animais, um aumento significativo do numero de precursores
no bago em decorréncia da hematopoiese extramedular.

O comprometimento de orgaos linfoides, como o bagco, na presenca da
infeccao por Listeria monocytogenes foi mais uma vez confirmado quando
analisamos o peso deste 6rgdo, o qual apresentou-se significativamente
aumentado. Este achado em modelo de infecgdo com Listeria monocytogenes
esta bem definido na literatura, uma vez que inimeros trabalhos demonstram uma
migracao das células fagocitarias originarias da medula 6ssea para o bacgo, local
de replicacdo da bactéria, como um componente essencial a resposta primaria a
listeriose (BENNET & BAKER, 1997; QUEIROZ et al., 2003).

Desta forma, diante das inumeras alteragcbes causadas pela Listeria
monocytogenes na resposta imuno-hematopoiética do hospedeiro, seu uso como
modelo experimental tem contribuido de maneira significativa na identificagao de
novos compostos com propriedades imunomoduladoras (CHEERS & STANLEY,
1988; BINCOLETTO & QUEIROZ, 1996). Neste sentido, utilizando este modelo
experimental de listeriose murina, nosso grupo de estudos tem contribuido para o
crescimento da area da imunofarmacologia, identificando propriedades
imunomoduladoras em compostos de origem vegetal (DANTAS & QUEIRO/Z,
1999; QUEIROZ et al., 2003).

Dando continuidade a estes estudos, com na acao multipla da Geléia Real
(GR) sobre o organismo humano e também devido ao crescente uso desta

substancia pela populagao em geral, tendo como base na maioria dos casos 0s
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conhecimentos da medicina popular, investigamos as possiveis propriedades
imunomoduladoras deste composto sobre a resposta imuno-hematopoiética do
hospedeiro frente a infec¢ao por Listeria monocytogenes.

Rica em nutrientes e quimicamente bem definida, a GR tem suas funcodes
estritamente relacionadas aos seus componentes ativos, tais como aminoacidos
livres, proteinas (12-15%), agucares (10-16%), acidos graxos (3-6%) e vitaminas
(WEAVER & KUIKEN, 1951; PATEL, HAYDAK & GOCHNAVER, 1960; KARAALI,
MEYDANOGLU & EKE, 1989; OKAMOTO et al.,, 2003). Muitos autores tém
relatado o sucesso obtido com a GR, especialmente devido a agao do 10-HDA
(acido 10-hidroxidecandico), constituinte de sua fragdo lipidica e um de seus
principais componentes (BARKER et al., 1959; FAN et al., 1999; GENC & ASLAN,
1999).

Dotado de uma potente atividade antibidtica, o 10-HDA foi motivo de estudo
para BLUM et al. (1959), que demonstraram sua acao antibacteriana e antifungica.
Estudos posteriores demonstraram uma relacao entre a atividade antimicrobiana
do 10-HDA com a atividade da penicilina e da clortetraciclina contra Micrococcus
piogenes e Escherichia coli (NASSIS et al., 1995). Além disso, outra importante
proteina presente na GR, denominada “Royalisin” também demonstrou possuir
potente atividade antibacteriana contra certas bactérias Gram-positivas, tais como
Lactobaccilus, Bifidobacterium e Leuconostoc (FUJIWARA et al., 1990).

Assim sendo, nossos resultados corroboram estes achados, visto que a
administragéo profilatica da GR por sete dias consecutivos em animais infectados
com Listeria monocytogenes reverteu as alteragdes hematopoiéticas medular e

extramedular produzidas pela infecgdo, aumentando assim, a probabilidade de

. .
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sobrevida dos animais tratados quando comparados ao grupo controle, sugerindo,
desta maneira, que o composto aumenta a resisténcia a infeccao de forma
significativa.

Além desta acao antimicrobana in vivo, descrita na literatura, nossos
resultados também sugerem que a GR é capaz de normalizar a resposta imuno-
hematopoiética do hospedeiro frente a listeriose. OKA et al. (2001) constataram
que este composto & capaz de suprimir reagoes alérgicas por restaurar a fungao
dos macrofagos e equilibrar a resposta imunologica por Th1/Th2, aumentando
significativamente os niveis de GSH (gluationa reduzida) nos macrogafos. Em
adicao, a administragdo desta substéncia aumenta a expressao de IL-12 e a
producdo de oOxido nitrico (NO), em paralelo a diminuicdo da sintese de
prostaglandina-E; (PGE;). Estes mediadores imunologicos sao essenciais para a
resisténcia a infeccédo por esta bactéria. Da mesma forma, a capacidade de induzir
um aumento do nimero de monocitos e macréfagos, como consequéncia da
estimulacéo da produgao de IFN-y pelas neopterinas, outro importante constituinte
da fracao lipidica da GR (HAMERLINK, 1999), deve ser levado em consideracgéo,
visto que elevadas concentragdes de IFN-y promovem a ativagado de macréfagos,
conduzindo a uma maior expressao das moléculas da classe || do complexc de
histocompatibilidade principal (MHC classe Il). O MHC, por sua vez, € o grande
responsavel pela apresentagdo de um segundo sistema de defesa do organismo
contra a bactéria, o qual atua de maneira especifica na erradicagéao da infeccao,

através da acdo das células T CD4°CD8" (MOMBAERTS et al., 1993).
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Os resultados obtidos em nosso trabalho demonstraram relagcao com estes
estudos, visto que ocorreu uma acao hematoprotetora nos camundongos tratados
profilaticamente com GR e infectados com Listeria monocytogenes, quando
comparados ao grupo apenas infectado. Notamos, no entanto, que a GR nao
apresentou potencial imunoestimulante sobre a hematopoiese, uma vez que nao
houve diferenca significativa no numero de precursores hematopoiéticos da
medula ossea e do baco dos animais apenas tratados quando comparamos com o
grupo controle nao-tratado e nao-infectado. No entanto, ha um aumento da
atividade estimuladora de colénias do soro em animais normais, apenas tratados
com GR.

Outro resultado obtido recentemente por nosso grupo de estudos com este
composto, foi a auséncia de atividade antimicrobiana contra bactérias anaerobias
e aerdbias Gram-positivas in vitro (dados nao publicados). Estes achados mais
uma vez demonstram que a acédo protetora da GRI frente ao processo infeccioso
deve-se em grande parte ao seu efeito imunomodulador. Desta forma, os
resultados obtidos neste trabalho, mostrando que a Geléia Real € capaz de
normalizar a resposta hematopoiética medular e extramedular frente a listeriose,
deixa claro que este composto € capaz de modular positivamente o sistema
imunolégico na vigéncia da infeccao.

Estes dados foram mais uma vez confirmados, quando avaliamos a
resisténcia dos animais infectados através da analise da sobrevida, visto que os
camundongos previamente tratados com Geléia Real demonstraram maior
resisténcia a infeccdo com uma probabilidade de sobrevida significativamente

superior em relagéo aos animais apenas infectados.
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Outro ponto interessante e que cabe ressaltarmos sao os resultados obtidos
com as diferentes doses analisadas (125, 250, 500 e 750 mg/Kg). No que diz
respeito ao numero de precursores hematopoiéticos da medula 6ssea e baco
(CFU-GM), nado houve diferenga significativa entre elas. Em adicdo, a
probabilidade de sobrevida dos animais com estas diferentes doses também
demonstrou-se similar, ou seja, nao estatisticamente significativas entre si, o que
nos levou a concluir que nesta faixa posoloégica, a acao imunomoduladora do
composto € a mesma.

Diante destes resultados, e também dos inUmeros casos de resisténcia
bacteriana, onde os antimicrobianos convencionais ja nao produzem a eficacia
terapéutica esperada, a administracao da Geléia Real em paralelo a terapia
convencional pode ser Util como alternativa terapéutica. Além disso, em individuos
imunodeprimidos a administragcdo do composto em questéao também pode ter um
valor terapéutico que necessita ser investigado.

Estudos posteriores, principalmente no que diz respeito a avaliagdo das
citocinas envolvidas neste mecanismo imunomodulador do composto em estudos

“Iin vivo”, sdo necessarios.
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O presente estudo sobre os efeitos protetores da administracdo de Geléia
Real (GR) em animais infectados com Listeria monocytogenes, demonstrou
claramente que a administracao profilatica do composto em estudo € capaz de
restabelecer o nimero de precursores hematopoiéticos para granulécitos e
macrofagos (CFU-GM) da medula 6ssea de camundongos infectados, retornando
aos niveis normais, em associagao com uma prevencao da hematopoiese
extramedular. Em adigc&o, houve uma normalizagao do peso do bago dos animais
infectados, quando previamente tratados com GR.

A administracao profilatica de GR demonstrou também produzir um
aumento na atividade estimuladora do soro de animais apenas tratados com as
quatro doses avaliadas (125, 250, 500 e 750 mg/Kg) e, ainda, um aumento
adicional nos niveis destes fatores estimuladores de colénias (CSFs) nos animais
infectados que receberam tratamento prévio com GR.

Um aumento da probabilidade de sobrevida dos animais infectados, quando
os mesmos foram previamente tratados com GR nas quatro doses avaliadas foi
estatisticamente significativo, resultando em 37,5%, 37,5%, 25% e 12,5% de
sobrevida, respectivamente.

A auséncia de diferengas estatisticamente significativas entre as quatro
doses de GR analisadas para todos os parametros imuno-hematopoieticos
avaliados nos permite concluir que, neste modelo experimental de listeriose
murina, o composto possui uma ampla faixa terapéutica, ja que a diminui¢cao da

dose nao implica na reducéo de seus efeitos terapéuticos.
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Tabela 1. Avaliacao dos efeitos da GR sobre o crescimento e diferenciacao de
precursores hemotopoieticos da medula ossea de camundongos BALB/c
infectados com Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via

intraperitoneal). Os animais foram sacrificados 24 horas ap6s a infecgao.

CFU-GM - FEMUR

Parametros x 10°

N CTRL | GR125 | GR250 | GR500 | GR750 I GR125 | GR250 | GR500 | GR750

+1 +1 +1 +1

1 18,75 | 19,90 | 19,95 | 19,85 | 19,95 | 18,31 | 19,90 | 19,88 | 17,46 | 19,19

|

2 20,67 | 20,55 | 20,53 | 19,60 | 20,29 | 17,50 | 19,50 | 19,60 18,62 | 20,09

3 20,29 | 17,80 | 17,85 | 19,00 | 19,40 | 19,00 | 19,20 | 19, 19 | 20,09 | 19,05

4 19,80 | 19,62 | 19,62 | 18,02 | 19,11 | 17,34 | 18,90 | 18,87 | 18,31 | 19,60

5 18,55 | 20,70 | 20,67 | 19,69 | 20,21 | 19,19 | 18,30 | 18,31 | 19,32 | 18,00

6 18,45 | 20,55 | 20,52 | 19,61 | 19,47 | 19,62 | 18,16 | 18,18 | 19,67 | 19,95

X 19,41 | 19,85 | 19,85 | 18,79 | 19,73 | 18,49 | 18,89 | 19,00 | 18,91 | 19,31

DP | 0,960 | 1,092 | 1,063 | 1,268 | 0,480 | 0,934 | 0,679 | 0,683 | 0,968 | 0,761

GR125+l: tratados com GR 125mg/Kg e

CTRL: controle infectados com LM

GR125: tratados com GR 125mg/Kg GR250+1: tratados com GR 250mg/Kg e
GR250: tratados com GR 250mg/Kg infectados com LM
GR500: tratados com GR 500mg/Kg GR500+!: tratados com GR 500mg/Kg e
GR750: tratados com GR 750mg/Kg infectados com LM

I: infectados GR 750+I: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 2. Avaliagdo dos efeitos da GR sobre o crescimento e diferenciacao de

precursores hemotopoieticos da medula oOssea de camundongos BALB/c

infectados com Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via

intraperitoneal). Os animais foram sacrificados 48 horas apo6s a infecgéo.

CFU-GM - FEMUR

Parametros x 10°

N CTRL | GR125 | GR250

GR500

|

GR750| | |GR125 GR250§GR500 GR750
+ | +1 i

+ | +1

|
|

1 18,75 | 19,90 | 19,95

19,85 | 19,95 | 4,32 | 19,60 | 19,30 | 18,83 | 19,50

s 20,67 | 20,55 | 20,53 | 19,60 | 20,29 | 4,59 | 19,70 | 22,22 | 17,72 | 19,00
3 20,29 | 17,80 | 17,85 | 19,00 { 19,40 | 4,88 | 21,90 | 21,06 | 19,28 | 17,64
4 19,80 | 19,62 | 19,62 | 18,02 | 19,11 | 5,70 | 18,88 | 17,76 | 20,51 | 18,62
5 18,55 | 20,70 | 20,67 | 19,69 | 20,21 | 6,195 | 18,20 | 18,70 | 20,66 | 18,94

6 18,45 | 20,55 | 20,52 | 19,61 | 19,47 | 6,27 | 18,16 | 18,90 | 19,84 | 18,91
X 19,41 | 19,85 | 19,85 | 18,79 | 19,73 | 5,325 | 19,40 | 19,65 | 19,47 | 18,76
DP | 0,960 | 1,092 | 1,063 | 1,268 | 0,480 | 0,840 | 1,388 | 1,658 | 1,108 | 0,621

CTRL: controle

GR125: tratados com GR 125mg/Kg
GR250: tratados com GR 250mg/Kg
GRS500: tratados com GR 500mg/Kg
GR750: tratados com GR 750mg/Kg
I: infectados

GR125+I: tratados com GR 125mg/Kg e
infectados com LM
GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
infectados com LM
GR500+I: tratados com GR 500mg/Kg e
infectados com LM
GR 750+I: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM

67 APENDICE



Tabela 3. Avaliacao dos efeitos da GR sobre o crescimento e diferenciagdo de

precursores hemotopoiéticos da medula o6ssea de camundongos BALB/c

infectados com Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via

intraperitoneal). Os animais foram sacrificados 72 horas apos a infecgao.

CFU-GM - FEMUR

Parametros x 10°

N | CTRL | GR125 | GR250 | GR500 |GR750| | |GR125|GR250 | GR500 | GR750
+ | + | + 1| +|
1 18,75 | 19,90 | 19,95 | 19,85 | 19,95 | 12,55 | 18,32 | 17,36 | 18,68 | 18,87
2 20,67 | 20,55 | 20,53 | 19,60 | 20,29 | 14,40 | 18,80 | 19,79 | 18,49 | 18,90
3 120291780 17,85 | 19,00 | 19,40 | 15,54 | 19,55 | 19,60 | 17,64 | 18,81
4 19,80 | 19,62 | 19,62 | 18,02 | 19,11 | 14,58 | 19,95 | 20,10 | 18,32 | 19,19
S 18,55 | 20,70 | 20,67 | 19,69 | 20,21 | 13,82 | 18,20 | 18,31 | 20,05 | 19,11
6 | 1845 20,55 2052|1961 | 19,47 | 15,01 | 18,02 | 17,51 | 19,97 | 18,13
: 19,41 | 19,85 | 19,85 | 18,79 | 19,73 | 14,31 | 18,80 | 18,77 | 18,85 | 18,83
DP | 0,960 | 1,092 | 1,063 | 1,268 | 0,480 | 1,041 | 0,785 | 1,207 | 0,958 | 0,375

CTRL: controle

GR125: tratados com GR 125mg/Kg
GR250: tratados com GR 250mg/Kg
GR500: tratados com GR 500mg/Kg
GR750: tratados com GR 750mag/Kg

I: infectados

GR125+I: tratados com GR 125mg/Kg e
infectados com LM
GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
infectados com LM
GR500+I: tratados com GR 500mg/Kg e
infectados com LM

GR 750+1: tratados com GR 750mg/Kg e

infectados com LM
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Tabela 4. Avaliagao dos efeitos da GR sobre o crescimento e diferenciagao de
precursores hemotopoieticos do baco de camundongos BALB/c infectados com
Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via intraperitoneal). Os

animais foram sacrificados 24 horas apos a infecgao.

CFU-GM - BACO

Parametros x 10°

N | CTRL | GR125 | GR250 | GR500 [GR750 | | | GR125|GR250 | GR500 | GR750

+1 + | +1 +1

1 432 | 480 | 486 | 486 | 540 | 564 | 520 | 540 | 540 | 540

2 450 | 343 | 243 | 396 | 405 | 420 | 405 | 3,96 | 432 | 495

3 405 | 215 | 315 | 360 | 340 | 3,65 | 405 | 432 | 394 | 3,40

4 297 | 2,65 | 297 | 540 | 495 | 475 | 3,90 | 3,96 | 3,76 | 3,40

5 405 | 405 | 432 | 567 | 3,05 | 3,02 | 520 | 540 | 368 | 3,50

6 297 | 420 | 450 | 432 | 360 | 3,85 | 3,50 | 3,40 | 405 | 3,05

X 381 | 354 | 370 | 463 | 407 | 418 | 431 | 440 | 419 | 3,95

DP |0,672| 1,002 | 0,981 | 0,816 | 0,922 | 0,915 | 0,713 | 0,823 | 0,633 | 0,971

CTRL: controle GR125+1: tratados com GR 125mg/Kg e
GR125: tratados com GR 125mg/Kg infectados com LM
GR250: tratados com GR 250mg/Kg GR250+!: tratados com GR 250mg/Kg e
GR500: tratados com GR 500mg/Kg infectados com LM
GR750: tratados com GR 750mg/Kg GR500+I: tratados com GR 500mg/Kg e
I: infectados infectados com LM

GR 750+!: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 5. Avaliagao dos efeitos da GR sobre o crescimento e diferenciagao de
precursores hemotopoiéticos do bago de camundongos BALB/c infectados com
Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via intraperitoneal). Os

animais foram sacrificados 48 horas apo6s a infecgao.

CFU-GM - BAGO

Parametros x 102

N CTRL | GR125 | GR250 | GR500 | GR750 1 GR125 | GR250 | GR500 | GR750

+ | +1 +1 +1

1 432 | 480 | 486 | 486 | 540 | 49,14 | 480 | 487 | 495 | 585

2 450 | 343 | 243 | 396 | 4,05 | 51,75| 400 | 3,80 | 450 | 4,50

3 405 | 215 | 3,15 | 360 | 3,40 | 4437 | 560 | 587 | 540 | 4,40

4 297 | 265 | 297 | 540 | 495 | 52,92 | 405 | 434 | 3,85 | 4,95

5 405 | 405 | 432 | 567 | 3,05 | 46,17 | 3,90 | 3,80 | 540 | 4,50

6 297 | 420 | 450 | 432 | 3,60 | 5544 | 3,95 | 408 | 3,96 | 4,05

X 381 | 354 | 370 | 463 | 407 | 4996 | 438 | 446 | 467 | 4,70

DP | 0,672 | 1,002 |0,981 | 0,816 | 0,922 | 4,202 | 0,683 | 0,798 | 0,685 | 0,628

CTRL: controle GR125+I: tratados com GR 125mg/Kg e
GR125: tratados com GR 125mg/Kg infectados com LM
GR250: tratados com GR 250mg/Kg GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
GR500: tratados com GR 500mg/Kg infectados com LM
GR750: tratados com GR 750mg/Kg GR500+I: tratados com GR 500mg/Kg e
I: infectados infectados com LM

GR 750+I: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 6. Avaliagdo dos efeitos da GR sobre o crescimento e diferenciagao de
precursores hemotopoiéticos do bagco de camundongos BALB/c infectados com
Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via intraperitoneal). Os

animais foram sacrificados 72 horas apos a infecgao.

CFU-GM - BACO

Parametros x 102

N CTRL | GR125 | GR250 | GR5S00 | GR750 | GR125 | GR250 | GR500 | GR750

1 432 | 480 | 486 | 486 | 540 | 1584 | 490 | 495 | 4,68 450 |

2 450 | 343 | 243 | 396 | 405 | 1530 | 495 | 540 | 495 | 4,68

3 405 | 215 | 315 | 360 | 340 | 16,20 | 4,12 | 3,82 | 540 | 4,95

4 297 | 265 | 297 | 540 | 495 | 1584 | 405 | 436 | 3,60 | 540

5 405 | 405 | 432 | 567 | 305 | 16,20 | 3,60 | 3,10 | 540 | 3,40

6 297 | 420 | 450 | 432 | 360 | 17,81 | 3,02 | 3,08 | 3,60 | 3,96

X 3,81 | 354 | 370 | 463 | 407 | 16,19 | 410 | 411 | 460 | 448

DP | 0,672 | 1,002 | 0,981 | 0,816 | 0,922 | 0,855 | 0,745 | 0,958 | 0,825 | 0,713

CTRL: controle GR125+I: tratados com GR 125mg/Kg e
GR125: tratados com GR 125mg/Kg infectados com LM
GR250: tratados com GR 250mg/Kg GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
GR500: tratados com GR 500mg/Kg infectados com LM
GR750: tratados com GR 750mg/Kg GR500+I: tratados com GR 500mg/Kg e
I: infectados infectados com LM

GR 750+1: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 7. Avaliacao dos efeitos da GR sobre o peso do bago de camundongos
BALB/c infectados com Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via

intraperitoneal). Os animais foram sacrificados 24 horas apos a infeccao.

PESO DO BACO (gramas)

Parametros x 1072

N CTRL | GR125 | GR250 | GR500 | GR750 I GR125 | GR250 | GR500 | GR750

+1 +1 + | +1

1 20,0 | 190 | 20,1 | 19,8 | 20,3 | 20,9 | 190 | 19,1 | 20,1 | 20,0

2 196 | 189 | 19,7 | 20,2 | 195 | 21,5 | 191 195 | 19,2 | 19,8

3 185 | 185 | 185 | 197 | 19,7 | 223 | 195 | 19,7 | 183 | 187

4 | 180 | 199 | 206 | 20,7 | 20,1 | 220 | 185 | 183 | 19,0 | 20,1

5 194 | 18,7 | 188 | 190 | 187 | 232 | 190 | 181 | 185 | 19,0

6 20,2 | 189 | 191 185 | 190 | 209 | 185 | 19,0 | 19,9 | 195

X 192 | 189 | 194 | 196 | 195 | 21,8 | 189 | 189 | 191 | 18,5

DP | 0,863 | 0,483 | 0,806 | 0,796 | 0,618 | 0,889 | 0,383 | 0,638 | 0,725 | 0,563

CTRL: controle GR125+I: tratados com GR 125mg/Kg e
GR125: tratados com GR 125mg/Kg infectados com LM
GR250: tratados com GR 250mg/Kg GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
GR500: tratados com GR 500mg/Kg infectados com LM
GR750: tratados com GR 750mg/Kg GR500+|: tratados com GR 500mg/Kg e
I: infectados infectados com LM

GR 750+I: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 8. Avaliagao dos efeitos da GR sobre o peso do bago de camundongos
BALB/c infectados com Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via

intraperitoneal). Os animais foram sacrificados 48 horas apos a infecgao.

PESO DO BACO (gramas)

Parametros x 1072

N CTRL | GR125 | GR250 | GR500 | GR750 1 GR125 | GR250 | GR500 | GR750

+1 +1 + 1 +1

1 200 | 190 | 20,1 | 198 | 20,3 | 294 | 190 | 20,7 | 19,9 | 20,1

2 196 | 189 | 19,7 | 20,2 | 195 | 269 | 199 | 21,0 | 189 | 19,7

3 185 | 185 | 185 | 19,7 | 197 | 286 | 197 | 21,5 | 20,1 | 18,9

s 18,0 | 199 | 206 | 20,7 | 20,1 | 269 | 208 | 190 | 19,0 | 199

5 194 | 187 | 188 | 19,0 | 187 | 23,7 | 20,5 | 20,7 | 19,3 | 19,2

6 202 | 189 | 19,1 | 185 | 19,0 | 30,1 | 185 | 20,1 | 18,7 | 193

X 192 | 189 | 194 | 196 | 195 | 276 | 19,7 | 20,5 | 19,31 | 19,51

DP | 0,863 |0,483| 0,806 (0,796 | 0618 | 2,31 | 0,873 | 0,864 | 0,567 | 0,457

CTRL: controle GR125+I: tratados com GR 125mg/Kg e
GR125: tratados com GR 125mg/Kg infectados com LM
GR250: tratados com GR 250mg/Kg GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
GR500: tratados com GR 500mg/Kg infectados com LM
GR750: tratados com GR 750mg/Kg GR500+I: tratados com GR 500mg/Kg e
I: infectados infectados com LM

GR 750+I: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 9. Avaliagdo dos efeitos da GR sobre o peso do bago de camundongos

BALB/c infectados com Listeria monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via

intraperitoneal). Os animais foram sacrificados 72 horas apos a infecgao.

PESO DO BACO (gramas)

Parametros x 107

N CTRL | GR125 | GR250 | GR500 | GR750 I GR125 | GR250 | GR500 | GR750
+1 +1 + | +1
1 20,0 | 19,0 | 20,1 19,8 | 20,3 | 26,7 | 180 | 21,1 | 20,1 19,3
2 196 | 189 | 197 | 20,2 | 19,5 | 31,2 | 210 | 226 | 18,7 | 20,1
3 18,5 | 185 | 185 | 197 | 197 | 243 | 199 | 21,0 | 199 | 191
4 18,0 | 199 | 20,6 | 20,7 | 20,1 229 | 208 | 20,0 | 190 | 19,5
5 19,4 | 18,7 18,8 | 19,0 | 187 | 24,2 | 20,8 | 20,3 | 189 | 197
6 20,2 | 18,9 | 19,1 18,5 | 19,0 | 26,3 | 199 | 20,5 | 191 19,2
X 192 | 189 | 194 | 196 | 195 | 259 | 20,2 | 209 | 19,2 | 194
DP | 0,863 | 0483 | 0,806 | 0,796 | 0618 | 2,94 | 0,77 | 0,923 | 0,574 | 0,371
CTRL: controle GR125+I: tratados com GR 125mg/Kg e
GR125: tratados com GR 125mg/Kg infectados com LM
GR250: tratados com GR 250mg/Kg GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
GR500: tratados com GR 500mg/Kg infectados com LM
GR750: tratados com GR 750mg/Kg GR500+I: tratados com GR 500mg/Kg e
I: infectados infectados com LM
GR 750+I: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 10. Avaliacdo dos efeitos da GR sobre a produgdo de fatores
estimuladores de coldnias em camundongos BALB/c infectados com Listeria
monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via intraperitoneal). O soro dos

animais foi coletado 24 horas ap6s a infecgao.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS

Unidades/mL

N | CTRL | GR125 | GR250 | GR500 |GR750 | | |GR125 | GR250 | GR500 | GR750

+1 i+ +1 +1

1 1,2 3,2 3,5 4,5 3,0 8,5 129 | 135 | 130 | 128

2 0,7 35 3,8 3.5 3.5 9,0 13,0 | 120 | 152 | 13,7

3 1,2 3.9 4,2 3,2 3.2 106 | 12,0 | 128 | 145 | 14,8

& 0,8 41 4,0 3,0 42 10,8 | 140 | 145 | 138 | 13,6

5 0,5 8.1 3.3 3,8 4,0 B.7 12,9 | 138 | 140 | 14,0

6 1,0 40 4,3 4,2 3,8 9,0 14,1 | 140 | 13,5 | 145

X 0,9 3,7 3,8 5. T 3 3,6 9,4 13,1 | 13,4 | 140 | 13,8

DP | 0,282 | 0,338 | 0,393 | 0,579 | 0,466 | 1,001 | 0,786 | 0,900 | 0,772 | 0,719

CTRL: controle GR125+I: tratados com GR 125mg/Kg e
GR125: tratados com GR 125mg/Kg infectados com LM
GR250: tratados com GR 250mg/Kg GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
GRS500: tratados com GR 500mg/Kg infectados com LM
GR750: tratados com GR 750mg/Kg GR500+I: tratados com GR 500mg/Kg e
I: infectados infectados com LM

GR 750+|: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 11. Avaliacdo dos efeitos da GR sobre a produgdo de fatores
estimuladores de colénias em camundongos BALB/c infectados com Listeria
monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via intraperitoneal). O soro dos

animais foi coletado 48 horas apos a infeccao.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS

Unidades/mL

N | CTRL | GR125|GR250 |GR500 |GR750| 1| |GR125 | GR250 | GR500 | GR750

+ | +] +1 +1

1 1.2 3,2 3,5 4,5 3,0 11,8 | 169 | 170 | 16,2 | 17,5

2 0,7 3,5 3,8 3,5 3,5 185 | 170 | 168 | 17,0 | 16,5

3 1,2 3,9 42 3.2 = 143 | 170 | 17,56 | 17,6 | 18,0

4 0,8 41 4,0 3,0 42 140 | 180 | 180 | 168 | 17,2

5 0,5 37 3,3 3.8 4,0 129 | 179 | 172 | 17,0 | 16,8

6 1,0 4,0 43 42 3,8 120 | 16,1 | 16,8 | 17,2 | 16,3

X 0,9 3,7 3,8 3.7 3,6 13,0 | 17,3 | 17,2 | 169 | 1LD

DP | 0,282 | 0,338 | 0,393 | 0,579 | 0,466 | 1,034 | 0,706 | 0,466 | 0,437 | 0,641

CTRL: controle GR125+!: tratados com GR 125mg/Kg e
GR125: tratados com GR 125mg/Kg infectados com LM
GR250: tratados com GR 250mg/Kg GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
GRS500: tratados com GR 500mg/Kg infectados com LM
GR750: tratados com GR 750mg/Kg GR500+!: tratados com GR 500mg/Kg e
I: infectados infectados com LM

GR 750+I: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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Tabela 12. Avaliacdo dos efeitos da GR sobre a produgao de fatores

estimuladores de colénias em camundongos BALB/c infectados com Listeria

monocytogenes (1,5x10° bactérias/animal — via intraperitoneal). O soro dos

animais foi coletado 72 horas apos a infecgao.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS

Unidades/mL

|
N CTRL | GR125 | GR250 | GR500 | GR750 | GR125 | GR250 | GR500 | GR750
+1 +1 +1 + |
1 1.2 3,2 3.5 45 3,0 6,2 11,9 11.56 12,7 11,5
2 0,7 3.5 3,8 3.5 3.5 58 100 | 10,7 | 11,5 | 10,5
3 1.2 3,9 42 3.2 3.2 595 12,0 | 12,7 | 10,8 | 12,5
4 0,8 4.1 4,0 3.0 4,2 7,0 12,0 | 12,2 | 10,6 | 11,8
5 05 3.7 3.3 3.8 40 6,8 119 | 119 | 12,3 | 10,8
6 1,0 4.0 43 4,2 3,8 6,2 111 11,5 | 11,8 | 11,6
X 0,9 3.7 3,8 3,7 36 6,2 114 | 11,7 | 116 | 11,4
DP | 0,282 0,338 | 0,393 | 0,579 | 0,466 | 0,571 | 0,803 | 0,686 | 0,823 | 0,717
CTRL: controle GR125+I: tratados com GR 125mg/Kg e
GR125: tratados com GR 125mg/Kg infectados com LM
GR250: tratados com GR 250mg/Kg GR250+I: tratados com GR 250mg/Kg e
GR500: tratados com GR 500mg/Kg infectados com LM
GR750: tratados com GR 750mg/Kg GR500+1: tratados com GR 500mg/Kg e
I: infectados infectados com LM
GR 750+I: tratados com GR 750mg/Kg e
infectados com LM
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