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Neste trabalho, investigamos o efeito do extrato de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek
(ES), sobre o crescimento e diferenciagdo de precursores hematopoeticos para granuldcitos
e macrofagos (CFU-GM) da medula 6ssea e do bago, a atividade estimuladora de coldnias
do soro de animais infectados com dose sub-letal (5x10° Bac/mL) de Listeria
monocytogenes, a atividade das células “natural killer” (NK) e a produgéo de INF-y.
Redugdo significativa no nimero de CFU-GM da medula 6ssea foi observada na fase
inicial da infecgiio em paralelo a um aumento significativo na hematopoése esplénica. O
tratamento dos camundongos, com as doses de 250, 500 e 1000 mg/Kg/dia por 5 dias
antefores a infec¢io, estimulou a produgio de CFU-GM na medula Ossea, reduziu aos
niveis normais o numero de CFU-GM no bago e aumentou a atividade hematopoética do
soro. A presenca da infecgio estimulou a producgio de IFN-y e a atividade litica das células
NK nestes animais, o tratamento com as trés doses do extrato de ES utilizando-se 0 mesmo
protocolo anterior, potencializou a produgdo de IFN-y e a atividade litica das células NK,
sendo este efeito mais marcante as 48 horas para as células NK e as 72 horas para o IFN-y .
A avaliagdo da eficacia terapéutica do extrato de ES, avaliada através da resisténcia
produzida em camundongos infectados com dose letal da bactéria (5x10° Bac/ml),
demonstrou prote¢do de 40% com a dose de 1000 mg/Kg e 30% com a dose de 250 mg/Kg,
sendo que esta diferenca entre as doses ndo foi significativa. Nossos resultados demonstram
que ¢ extrato de ES pode aumentar a resisténcia antibacteriana na listeriose através da

geragdo de CFU-GM, da produgio de IFN-y e do aumento na atividade litica das células

NK.
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1.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA FRENTE A Listeria
monocytogenes

Granuiocitos e macrofagos sio vitais na defesa contra infecgdes bacterianas. Varias
bactérias facultativas intracelulares sobrevivem e multiplicam-se dentro dos macrofagos.
Dentre estas, a Listeria monocytogenes tem sido amplamente estudada e utilizada como
modelo de patdgeno intracelular no estudo da imunidade contra infecgdo (MILON, 1997,
NORTH et al, 1997). Estudos demonstram que linfécitos T e as citocinas por ele
produzidas desempenham um papel crucial em determinar a evolugio da resposta do
hospedeiro contra infecciio bacteriana. No entanto, antes do inicio desta imunidade celular
especifica adquirida, a intensidade da resposta inflamatoria elicitada por macrofagos e
leucocitos polimorfonucleares no local da infecgiio € critica para a sobrevivéncia do
hospedeiro na fase inicial da infecgio (CZUPRYNSKI et al, 1984; MOCCI et al.,, 1997).
Este processo depende da mobilizacio eficiente de células derivadas da medula Ossea
(NORTH, 1970; NORTH, 1973; LEPAY et al,, 1985), particularmente os granul6citos ¢ os
macrofagos.

Listeria monocytogenes (LM) ¢ uma bactéria gram-positiva, de multiplicagio
intracitoplasmatica que elicita reagBes semelhantes no homem e em roedores. Em pacientes
imunossuprimidos causa sepse e meningite e produz infecgio séria em mulheres gravidas,
comprometendo também o feto. Em individuos normais a contaminagio ocorre
principalmente por meio de alimentos, produzindo um quadro mais benigno de
gastroenterite. Esta bactéria constitui um dos modelos bastante utilizados para o estudo da
resposta imune tipo celular, permitindo o desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas
nas imunopatologias mediadas pela célula T, sem interferir com a resisténcia inata,

prevencio e cura de doencgas mediadas por estas mesmas células.
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Diferentes mecanismos estdo envolvidos na resisténcia a L. monocytogenes. Varios
estudos demonstram que a resisténcia de camundongos & infecgio por Listeria
monocytogenes ¢ limitada pela capacidade do hospedeiro de estimular na medula ossea, as
células progenitoras responsaveis pelo desenvolvimento de granuldcitos e macrofagos. Este
fato torna a avaliagio funcional da medula ossea de importincia especial, uma vez que ela
pode refletir qualquer alteragio celular possivel que venha ocorrer como conseqiiéncia da
infecgfo. A resposta inflamatoria de fagocitos que se acumulam rapidamente no local de
deposigio da bactéria participa no confrole inicial do crescimento bacteriano
(KAUFMANN, 1995) e nos estagios iniciais da listeriose os macrofagos sdo ativados por
um mecanismo independente de células T (APPELBERG et al, 1994). Estes macrdfagos

fagocitam a bactéria ¢ liberam IL-1, TNF-a ¢ II.-12 e estimulam as células NK a

produzirem IFN-y. Estas citocinas por sua vez, ativam os macrdfagos a apresentarem
atividade antimicrobiana e citotoxica (BUCHMEIER & SCHEREIBER, 1985;
BECKERMAN et al., 1993; MIELKE et al, 1993; TRINCHIERI, 1993 ROGERS et al.,
1994). Este processo facilita a destrui¢io da Listeria localizada dentro do macrofago
ativado impedindo a disseminagdo da infec¢do. No animal normal, a destruigio da Listeria
por macréfagos ativados facilita a apresentagio do antigeno para as células T levando
conseqiientemente 4 inducdo de células T CD4" e T CD8" especificas contra o
microorganismo.

Tem-se demonstrado o envolvimento obrigatorio de neutréfilos na fase aguda nio-
especifica da resisténcia a listeriose (CONLAN & NORTH, 1991, 1994; APPELBERG et
al,1994; CZUPRYNSKI et al, 1994) e a capacidade destas células de sintetizar e liberar

citocinas (CASSATELLA, 1995). A utilizagdo de anticorpo especifico contra neutréfilos in
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vivo reduz de forma significativa a resisténcia do hospedeiro e aumenta a mortalidade na
listeriose (CZUPRYNSKI et al, 1994). No entanto, esta resposta inespecifica que ocorre
nas primeiras 24 a 48 horas, mediada por macrofagos, neutréfilos e células NK, € incapaz
de erradicar a infecgdo no bago e cavidade peritoneal (CONLAN & NORTH, 1994).
Céhulas NK e células T (células CD4 o/B, células CD8 o/f e células T y/3) sdo necessarias
devido a producgio de citocinas estimuladoras do macrofago, particularmente do IFN-y
(KAUFMANN, 1993).

A produgio de granulocitos e macréfagos é feita a partir do crescimento e
diferenciacio de células precursoras hematopoiéticas presentes na medula 6ssea (CFC). Em
animais geneticamente resistentes a2 L. monocytogenes, o mamero destas células precursoras
esta reduzido na medula Ossea nas primeiras 24 horas apds a infecgio, enquanto que em
cepas suscetivels este nimero permanece constante. Na cepa resistente, este efeito coincide
com um aumento de monodcitos no sangue periférico associado a um menor crescimento
bacteriano no figado e bago. Estes resultados indicam que, a pronta mobilizagio dos
precursores de granuldcitos-macrofagos da medula Ossea representa um papel importante
no controle da infecgdo nos seus estagios iniciais (RUCO & MELTZER, 1978; TRIPP et
al., 1993; MELO et al,, 2001; QUEIROZ et al., 2003).

As células CD4 TCR aff reconhecem um grande namero de proteinas presentes na
L. monocytogenes. Estas celulas, apds interagdo com a bactéria, produzem grandes
quantidades de IFN-y e IL-12, atuando na subpopulagio Thl (KAUFMANN et al., 1983).
As células CD8 TCR aff, embora atuem de forma mais pronunciada na infecgio

secundaria, também secretam IFN-y in vitro em presenga de L. monocylogenes

(KAUFMANN et al., 1986; EDELSON & UNANUE, 2000) e sio responsaveis pela lise de
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hepatocitos infectados através da perforina ou por atuagdo do mecanismo Fas-L/Fas
(WING & GREGORY, 2000). Tanto as células CD4 quanto as CDS8 sio encontradas nas
lesGes granulomatosas de camundongos infectados (LADEL et al, 1994). As células TCR
¥5 podem estimular tanto células Thl quanto Th2 dependendo do organismo infectante, e
em resposta a L. monocytogenes estimulam a produgo de IFN-y (FERRICK et al.,1995).
Os macrofagos infectados com L. monocytogenes produzem IL-12 que estimula as células
NK a produzirem IFN-y (WAGNER & CZUPRYNSKI, 1993). Embora haja evidéncia de
que as células NK sejam as maiores produtoras de IFN-y no inicio da infecgiio por Listeria,
acredita-se que o controle da produgdo de IFN-y por estas células seja efetuado pelas TCR
5. Portanto ha indicagio de que, além de célilas NK, pelo menos duas subpopulagSes de
linfocitos T (TCR 6 seguidas pelas células Th1) sejam responsaveis pela produgio de IFN-
Y para o desenvolvimento e manutengdo da resposta de Th1 na listeriose (FARGEAS et al,,
1992). A importincia central do IFN-y pa resisténcia a I. monocytogenes € outros
organismos intracelulares foi demonstrada em muitos estudos (KIRDELEN et al, 1984;
BUCHMEIER & SCHEREIBER, 1985; HUANG et al,1993; KAUFMANN, 1993),
embora outros mecanismos com fungdes citoliticas paregam também estar envolvidos
(HARTY et al,1992). Estudos mais recentes demonstram que a IL-18 apresenta efeitos
mais globais na protegio contra a listeriose sendo comparavel ao TNF. Isto se explica pelo
fato do IL-18 ativar tanto a resposta imune especifica levando o macrofago a secretar TNF
¢ oxido nitrico, quando a celular através da ativagio de Thl e producio de IFN-y
{(NEIGHBORS et al., 2001).

Embora a infecgfio de camundongos por L. monocytogenes constitua um modelo de

imunidade antimicrobiana com predominincia de Thl, a participagio de IL.-4 parece
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também ocorrer na regulacio da resposta imune nos estagios iniciais da infecgio. (IZAWA
& CZUPRYNSKI, 1992; HZAWA et al, 1993). Acredita-se que a IL-4 tenha um efeito
supressor da resposta imunolégica nos estagios iniciats da listeriose, pois a administragdo
de anticorpo monoclonal anti-IL-4 antes da infec¢dio produz um aumento na resisténcia dos
animais tratados, o que sugere uma regulacdo cruzada da IL-4 com o IFN-y (HAAK-
FREDNCHO et al.,, 1992). Os mesmos autores, no entanto, ndo conseguiram demonstrar
um efeito significativo nos niveis de bactéria no figado e bago ap6s administragio de IL.-4
recombinante no inicio da infecgio (IZAWA & CZUPRYNSKI, 1992). Embora os efeitos
da IL-4 na eliminagdo da Listeria monocytogenes ndo estejam ainda definidos, hi um
consenso de qgue o anticorpo monoclonal anti-Il.-4 nio afeta a indugio ou expressio da
resposta imunoldgica do tipo tardio.

Uma outra citocina que também parece estar envolvida nos estagios iniciais da
listeriose € a IL-10, uma vez que a desativagio da fungio fagocitica pelo tratamento com
I1-10 leva & morte do animal devido a disseminacio da infecgdo mesmo em presenca de
microabcesso. Da mesma forma, a neutralizacio de IL-10 por anticorpos monoclonais
especificos torna o animal mais resistente nos primeiros 5 dias da infecgdio. Em estagios
mais adiantados da doenga, no entanto, este tratamento reduz o clearance da bactéria, o que
sugere uma a¢3o mais complexa de IL-10 sobre os macrofagos (FLESCH & KAUFMANN,
1994). Portanto, a listeriose experimental induz quase que exclusivamente a resposta de
células Thl, com alguma interferéncia na ativagio de Th2, podendo, desta forma, ser
utilizada como modelo para estudos do mecanismo de agiio de substincias

imunomoduladoras.
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Este modelo de infecgdo por L.monocytogenes vem sendo utilizado, com sucesso
em nosso laboratorio na investigagio da atividade imunomoduladora de plantas medicinais
e outros produtos naturais ou quimicos. Resultados com o extrato da alga Chlorella
vulgaris (ECV) demonstraram uma protecio dose-dependente em ammais infectados com
dose letal de L. monocyiogenes, sendo que, em comparacdo com a morte de 100% dos
animais no grupo controle, foi observado sobrevida de 20% e 52% para doses de 50 e 500
mg/Kg, respectivamente. A investigagio dos mecanismos protetores subjacentes
demonstraram um importante efeito restaurador na mielossupressio induzida pela infecgéo,
paralelamente a um aumento adicional significativo na atividade estimuladora
hematopoetica do soro dos animais infectados e tratados (DANTAS & QUEIROZ, 1999;
QUEIROZ et al, 2003). Da mesma forma, a atividade das células NK (DANTAS et al.,
1999) e os niveis de IFN-y (QUEIROZ et al., 2002) aumentaram de forma significativa nos
animais infectados ¢ tratados. Interessante observar que a administragio de ECV no animal
normal ndo produziu qualquer alteragio nos parimetros estudados. Resultados interessantes
foram demonstrados com extratos da raiz da Petiveria alliacea (EPA). Ao contrario do
observado com o ECV, a administragio de EPA no animal normal produziu aumento nos
niveis de IL-2, o qual foi potencializado no animal infectadoftratado. Em relacio aos niveis
de IFN-y, o tratamento com EPA no animal infectado induziu aumento significativo numa
fase mais tardia (72 h) a inoculagio da bactéria (QUADROS et al., 1999, QUEIROZ et al |
2000a). A reversio da mielossupressio induzida pela infeccio vem sendo observada
paralelamente ao aumento no tempo ou na taxa de sobrevida em outros produtos naturais

ate agora testados em nosso laboratdrio que apresentaram atividade anti-bacteriana como a
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Pluchea quitoc (QUEIROZ et al., 2000b), Caesalpinia ferrea (QUEIROZ et al., 2001) ¢ um

composto isolado de fungo (MELO et al., 2001).

1.2. PONTENCIAL TERAPEUTICO DA Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek
(ESPINHEIRA SANTA - ES)

A Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reiss. — familia Celastraceae),
uma especie medicinal utilizada amplamente e tradicionalmente pa medicina popular,
possui atividades farmacologicas bem definidas. A espécie medicinal possui atividade
antiulcerogénica, protetora da mucosa gastrica, antitumoral, cicatrizante e antioxidante.
Além disto, um dos principios ativos da Espinheira Santa, a maitenina possui atividade
antimicrobiana marcante (SANTANA, 1971; MONACHE, 1972; CARLINI, 1988;
SOUZA-FORMIGON]I, 1991; ALONSO, 1998; TABACH et al,, 2001).

Os aspectos farmacologicos e toxicologicos da Espinheira Santa tém sido estudados
em experimentacdo clinica com pacientes cancerosos (SANTANA, 1971; CARLINI et al.,
1991; SIMOES, 1999) e em estudos com animais (OLIVEIRA et al ,1991; VARGA, 1991;
CAMPAROTO et al., 2002). De acordo com investigagdes que utilizam as diversas formas
galénicas de Espinheira Santa, nfo ha registros de efeitos toxicos nem teratogénicos em
animais de laboratério, tanto na administragio aguda como na cronica. Estudo realizado
com células de medula ossea de ratos Wistar demonstrou que infusio das folhas de
Espinheira Santa nio provocam alteragGes cromossOmicas nestas células. Além disto, a
administragio de extrato da planta ndo apresentou distirbios desfavoraveis a
espermatogénese, nem atividade embriotoxica ou alteragSes morfologicas na mucosa

uterina e ovario de animais (MONTANARI et al., 1998, 2002).

33



Em 1988, através de um projeto da Central de Medicamentos (CEME), a Escola
Paulista de Medicina realizou um estudo de Toxicologia clinica (Fase I) da Espinheira
Santa. Foram administrados a sete voluntarios sadios o abafado da planta em dosagem
correspondente ao dobro da utilizada comumente na etnofarmacologia, durante 14 dias. Os
voluntarios foram submetidos a exame fisico, ECG, dosagem bioquimica sérica, exame de
urina, hematologia (séric branca e vermelha). Nao foram observados resultados
indesejaveis que pudessem ser atribuidos ao uso da planta, apenas sintomas como boca
seca, nausea, gastralgia em poucos voluntarios, os quais melhoraram no decorrer do estudo
(SANTANA, 1971; CARLINI, 1988; GEOCZE et al., 1988). Outros testes com seres

humanos niio apresentaram efeitos colaterais (TABACH et al., 2002).



2.0BJETIVOS
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O principal objetivo deste trabalho consiste em avaliar a eficicia ¢ 0 mecanismo de
acdo do fitoterapico Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia) em animais infectados com dose
subletal da bactéria Listeria monocytogenes. A eficacia antibacteriana dos diferentes
esquemas posologicos foi avaliada em camundongos inoculados com dose letal da bactéria.

O mecanismo de agio antibacteriana foi avaliado através dos seguintes pardmetros

imunchematopoéticos:

e Crescimento e diferenciagio dos precursores hematopoéticos para a série
granulocito e macrofago (CFU-GM) da medula dssea e do bago.

s Niveis sénicos de fatores estimuladores de colémas (CSFs) hematopoéticos.

s Atividade das células NK.

* Produgéo de IFN-y.
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3.MATERIAL E METODOS
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3.1. MEDICAMENTO FITOTERAPICO

O fitoterapico Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia) utilizado é um extrato seco
padronizado, produzido pela técnica “spray-dry”, comercializado em capsulas pelo
Laboratorio Flora Medicinal. Sua composi¢io quimica inclui: Alcaldides: maitanprina,
maitansina, maitanbutina. Terpenos: maitenina, tringenona, isotenginona III, congorosina A
e B, acido maitendico, acido salasperdnico, friedelina e friedelinol (triterpenos),
maitenoquinona (diterpeno). Acidos orgénicos: tamico, silicico, clorogénico. Taninos:
fenOis totais 19,4%, taninos galicos 0,2% e taninos condensados. Compostos ansa-
macrolideos: mantansindides. Sais minerais: ferro, enxofre, sodio, calcio. Outros:
pristimerina e isopritimerina III, flavondides, leucoantocianidinas, delta-amirina, B-amirina,

derivados de epigalocatequinas, resinas, matérias aromaticas.

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados neste estudo as seguintes linhagens de camundongos: Balb/c,
susceptiveis 4 infecgio pela Listeria monocytogenes e C57BL/6 normais e Knockout para
IFN-y. Os animais foram obtidos do Biotério Central da UNICAMP e mantidos em nosso
biotério agrupados ao acaso em gaiolas plasticas, em sala climatizada sob temperatura
constante de 26 + 2°C, com ciclo claro-escuro de 12 h. O regime alimentar foi o classico,
com ragio comercial padrio e agua fornecidas ad libitum.

Para realizagdio dos experimentos os animais foram distribuidos nos seguintes
grupos (n=6/grupo):
» Controle tratados com agua.

» Controle tratados com amido.
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« Inoculados com Listeria monocyiogenes.
. Tratados com as diferentes doses do extrato.

« Tratados e infectados com Listeria.

3.3. TRATAMENTO

O Extrato de Maytenus ilicifolia (ES) foi administrado nas doses de 250, 500 e 1000
mg/Kg/dia (via oral), pelo método de gavagem. A escolha das doses foi baseada em estudos
realizados anteriormente (CARLINI et al., 1991; GONZALES et al., 2001; TABACH et al ,
2002). Os animais controle, ndo tratados com extrato, receberam agua. Tendo em vista a
presenca de amido no extrato, um grupo de animais recebeu agua com amido dissolvido na
mesma concentragio encontrada na dose de 1000 mg/Kg.

Os ammais foram pré-tratados com 5 doses do extrato e infectados,

mtraperitonealmente, logo apos a administragio da ultima dose.

Inicio do Inoculagdo Experimento apés
tratamento da LM 24 h 48h 120h
|Dias | 1° {2° | 3° |4° |5° |6° | 7° |8° |9° |

3.4. Listeria monocytogenes (LM)

A bactéria Listeria monocytogenes ¢ um cocobacilo gram-positivo de multiplicagio
intracitoplasmatica, anaer¢bio facultativo, méovel por flagelos peritriquios a temperatura
ambiente, facilmente cultivavel em agar-sangue. Esta bactéria foi obtida no Laboratério de

Patologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP.
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Para provocar infecgdio nos animais foi necessario determinar o nimero ideal de
miéroorganismos a ser injetado. A dose ideal ndio deveria provocar a morte do animal para
que fosse possivel a realizagio dos experimentos apds a infecgiio. A bactéria foi mantida
em meio de cultura BHI e incubada por 24-48 horas a 37°C. Os repiques foram feitos com
alca de platina, em agar-sangue, e novamente incubado a 37°C por 24-48 horas. As
coldnias obtidas nas culturas frescas de éagar-sangue foram diluidas em salina e as
concentragbes determinadas por espectrofotometria por meio do aparelho “Vitek
Colorimeter”.

Para a manutengdo da patogenicidade da bactéria, a mesma foi periodicamente
repassada por vinte e cinco vezes em camundongos, através da inoculagéo intraperitoneal
da bactéria diluida em solugfo salina 0,9 %. Quarenta e oito horas apdés a moculagio da
bactéria, os bagos foram removidos em ambiente estéril, macerados, mantidos em BHI por
24-48 horas ¢, logo apbs, foram realizados repiques desse BHI para placas de agar-sangue
para um novo isolamento da bactéria. Apés o crescimento e identificagio das coldnias
nessas placas, novas diluigSes foram realizadas até atingir a concentragio apropriada para o
uso.

Para avaliarmos a resisténcia dos animais a L. monocytogenes realizamos uma curva
de sobrevida. Um volume de 0,2 mL de suspensio de bactérias, diluida em salina estéril, foi
injetado por via intraperitoneal em cada camundongo. As concentragdes de bactéria
testadas foram: 5x10°; 2,5x10%; 5x10% 2,5x10% ¢ 5x10° bactérias/mL.

Os resultados apresentados para determinagdo da dose subletal de L. monocytogenes

demonstraram que a dilui¢do ideal para realizagio dos experimentos foi de 5x10°
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bactérias/mL. Para a avaliagio da sobrevida dos animais a melhor concentragdo encontrada
foi de 5x10° bactérias/mL. (Figura 2).

Os parimetros imunohematopoéticos foram avaliados as 24, 48, 72 ¢ 120 horas apos
a infecglio com Listeria utilizando-se as células do bago ¢ da medula 0ssea dos animais em

estudo.

3.5. PADRONIZACAO DA METODOLOGIA DE CULTURA CLONAL DE
PRECURSORES HEMATOPOETICOS DA MEDULA OSSEA E DO BACO DE
CAMUNDONGOS (CFU-C)

Ap6s sacrificar-se o animal por deslocamento cervical, limpou-se a pele com élcool
70%. Expds-se o fémur, removeu-se a cartilagem sobre o orificio na extremidade distal e
cortou-se 0 08s0 na jungio superior. A medula Ossea foi transferida com o auxilio de agulha
e seringa para um tubo contendo 5 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical,
St. Louis. MO, USA). O bago foi removido assepticamente e colocado em tubo de ensaio
estéril, contendo 5 mL de meio de cultura RPMI. As celulas foram liberadas
cuidadosamente, utilizando-se um macerador. Mais 4 ml. de RPMI-1640 foram
adicionados ao tubo de ensaio contendo as células do bago.

O namero de células na suspensdo foi contado em camara hemocitométrica, apos
diluicdio (1:10) das células, em Turkey 1%, para células da medula e a concentracdo da
suspensio celular ajustada para 1x10° células/mL. O mesmo procedimento foi realizado
para as células de bago, porém a diluigio feita foi de (1:100) e a concentragio ajustada para

2,5x10° células/mL.

Preparou-se a suspensdo para a incubagdo das células em cultura a qual consistia de:
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-30% de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Sigma™) 2x

concentrado;

-20% de soro bovino fetal (SBF);

-50% de agar (0,3%) (Bacto-agar-Difico™™).

A seguir, adicionou-se ao meio descrito acima, o volume apropriado de células
(1x10° células/mL para a medula ossea ¢ 2,5x10° células/mL para o bago) e distribuiu-se
um volume de 2 ml em cada placa de Petri (35 mm), ja contendo 100 pl do fator
estimulador (SCM), homogenizou-se a placa com movimentos giratorios permitindo uma
maior distribui¢io por toda a superficie da placa. Deixou-se gelificar e incubou-se por 7
dias a 37 °C em presenca de 5% de CO.. Apos este periodo contou-se o niamero de coldnias

formadas em microscopio de dissecgiio, em aumento de 40x (METCALE, 1995).

3.6. PREPARACAQ DO MEIO CONDICIONADO DE CELULAS DO BACO (SCM)

Bagos de camundongos BALB/c foram removidos sob condigBes assépticas e
passados delicadamente através de penewra de ago inoxidavel estéril com auxilio de meio
RPMI. A concentracio da suspensio celular foi ajustada para 2x10° células/ml. em meio
RPMI contendo 10% de SBF. A seguir 5x10° moles/L de 2-mercaptoetanol foram
adicionados 4 suspenso celular e a cultura estimulada com pokeweed mitogen (Gibco™,
Grand Island, NY, USA) na proporgio de 0,05 mL. do mitégeno para 1 mL de meio. Apos 7
dias de incubago a 37°C em estufa umida contendo 5% de CO; no ar, a suspensio foi
centrifugada e o sobrenadante filtrado em membrana de 0,22 pm (Millipore™).

A atividade funcional do SCM foi determinada mediante os estimulos produzidos

sobre o crescimento clonal de células progenitoras hematopoéticas de animais em meio
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semi-solido. A dilui¢ho a ser uiilizada nos experimentos foi selecionada dentro dos niveis
de resposta supramaxima (METCALF, 1995). Os resultados obtidos, em duplicata por
dilui¢do, da titulacio do meio condicionado de células esplénicas (SCM) em presenga de
células de medula Ossea de camundongos Balb/c estio apresentados na tabela 1. O estudo
morfologico das colOnias apos a colorago indicou o predominio de coldnias de granuldcito
e macrofago.

De acordo com VAN DEN ENGH & BOL, 1975, a menor concentragio capaz de
estimular o crescimento de clones € considerada 1 unidade de CSF. A curva obtida
mostrando a capacidade estimuladora do crescimento de coldnias expressa em unidades por

mL deste lote de SCM esta representada na Figura 1.

Tabela 1: Titulagio do meio condicionado de células esplénicas (SCM) em presenca de
células da medula Ossea de camundongos Balb/c. *Nimero total de col6nias por 1x10°

cél/mL.

Diluicio SCM  *CFU-C x10°

1:1 1092 +4.2
1:2 102 +3.5
1:4 105,6 £ 5,1
1:8 75,6 +4.,2
1:16 57,6 +40
1:32 348430
164 72+1.2
1:168 0
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Figura 1: Curva da capacidade estimuladora do crescimento de coldnias expressa em

unidades/mL. # Uma unidade

3.7. OBTENCAO DO SORO DE ANIMAIS PARA A AVALIACAO DA PRESENCA
DE FATOR ESTIMULADOR DE CRESCIMENTO DE COLONIAS (CSFs)

Sangue dos animais tratados com extrato em estudo foi coletado por puncio
cardiaca e centrifugado para obtengdo do soro. Os niveis séricos de CSFs foram
determinados pela capacidade promotora do crescimento e diferenciagido de precursores

hematopoéticos da medula Ossea de animais normais (nfo tratados).

3.8. ATIVIDADE DE CELULAS “NATURAL KILLER” (NK)

Para este método foram utilizadas células tumorais alvo YAC-1 (originadas de
linfoma de células T murino, induzido pelo virus Moloney), adaptado para crescer em
cultura liquida (CIKES et al, 1973). Células YAC-1 incorporam o isdtopo créomio-51

(*'Cr), que se liga a proteinas. As células NK (células efetoras) ao serem colocadas em
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contato com as células alvo (YAC-1) promovem a lise e a liberagiio do crémio para o
sobrenadante da cultura. A atividade citotoxica das células NK é proporcional 4 quantidade

de crémio liberada no melo.

3.8.1. PREPARACAO DAS CELULAS EFETORAS

Apés o sacrificio dos animais por deslocamento cervical, o bago foi removido e
macerado cuidadosamente.

As células mononucleares foram separadas em gradiente de Ficoll-Hypaque (Ficol-
Sigma; Hypaque-Pharmacia, Piscataway, USA) e lavadas em RPMI contendo 10% de soro
bovino fetal. A seguir, as células foram ressuspendidas em 10 mL de maio RPMI e
incubadas em placa de Petri por 90 minutos a 37°C em estufa de CO, 5%. As células-pio
aderentes foram lavadas com RPMI e ressuspendidas a uma concentra¢io de 5x10°
celulas/mlL.

Distribuiram-se 0,1 ml da suspensio em placas de microcultura fundo em forma de
U (Corning, New York, USA) fazendo-se diluigBes seriadas em triplicatas e com reserva de
trés orificios para lise maxima (0,1 mL de detergente diluido 1:2) e outros trés para a lise
espontinea (0,1 mL de SBF).

As células alvo previamente marcadas foram distribuidas (0,1 mL) nos orificios de
reacdo e controles. As placas foram centrifugadas por 5 minutos, a 800 rpm e em seguida
incubadas a 37°C, por 4 h em estufa de CO, 5%. Apos este periodo de incubago,
centrifugou-se por 10 minutos 2 1500 rpm e transferiu-se 0,1 mL do sobrenadante para
tubos plasticos. A leitura foi feita em contador gama (Gamma Counter 5500B-

Beckmann™, Irvine, USA).
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Célculo da porcentagem de lise especifica:

% de lise especifica = (lise teste — lise espontanea) / (lise méaxima — lise espontanea)

3.8.2. PREPARACAO DAS CELULAS ALVO

A linhagem tumoral YAC-1 foi mantida em meio RPMI-1640 ennquecido com 20%
de SBF, penicilina (100 ug/ml), hepes 25 mmol/L, 2-mercaptoetanol (1:100) e L-
glutamina (216 mg/mL), a 37°C e 5% de COa.

Para o ensaio, 5x10° células YAC-1 foram lavadas duas vezes com meio RPMI,
Ressuspendeu-se o precipitado com 0,2 mL de SBF. A seguir, adicionou-se 100uCi de
cromato de sédio marcado (TIPEN) e incubou-se em banho-maria a 37°C sob agitagdo
periodica por 90 minutos. Lavou-se duas vezes e ressuspendeu-se em meio RPMI

suplementado a uma concentragio final de 1x10° células/mlL.

3.9. DOSAGEM DE CITOCINA (IFN-y).

A concentragio de IFN-y foi dosada no sobrenadante de culturas de células
esplénicas pelo método imunoenzimatico ELISA (ELISA- Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), utilizando-se anticorpo monoclonal especifico (Pharmingen™, San Diego, CA,
USA).

Bagos de camundongos foram coletados assepticamente e homogeneizados
utilizando-se meioc RPMI. Células mononucleares foram obtidas adicionando-se tampdo de
lise a0 botdo celular previamente concentrado. Apds lavagem em meio RPMI, as células

foram ajustadas a uma concentragio de 1x10° células/mL em meioc RPMI suplementado
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Nos pogos da placa de cultura (24 wells, maxisorb, NUNC, Roskilde, DM) contendo
800 pL de meio RPMI enriquecido com 5% de SBF, foram adicionados 200 pL da
suspensdo celular e 50 pL de solugdo de Con A (2,5 pg/ml). Concomitantemente também
foram incubadas células de cada amostra sem Con A.

As placas foram incubadas em estufa Gmida, a 37°C ¢ 5% de CO,. Apos 48 horas
foram coletados os sobrenadantes.

Nos pogos de uma placa de microcultura para ELISA (“maxi sorp”- 96 wells,
NUNC TM) foram adicionados 100 pl. do anticorpo monoclonal de captura anti-citocina
(0,54 ug/ml). A placa protegida adequadamente foi incubada “overnight” a 4°C. Apos
este periodo, os pogos foram lavados duas vezes com solugiio de PBS/Tween (0,5 mL de
Tween-20 em 1 L. de PBS). A solugiio permaneceu em contato com a placa por um periodo
de pelo menos 1 minuto antes do descarte. Em seguida, 200 pl. de PBS contendo 10% de
SBF, foram adicionados por orificio e a placa foi mantida 4 temperatura ambiente por 2h.
Lavou-se novamente duas vezes com solugio PBS/Tween.

As amostras (sobrenadante da cultura) e os padrdes (anticorpe monoclonal
recombinante diluido em PBS enriquecido com 10% de SBF) foram adicionados a um
volume de 100 uL por pogo e a placa foi incubada novamente “overnight”, a temperatura
ambiente. Seguiram-se quatro lavagens utilizando-se solugio PBS/Tween.

O anticorpo monoclonal de detecgiio anti-citocina, marcado com biotina, foi diluido
em PBS enriquecido com 10% de SBF (0,5-4 pg/ml) e 100 pL foram adicionados por

orificio. Incubou-se & temperatura ambiente por 45 minutos € em seguida lavou-se seis

vezes com solucdo PBS/Tween.
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Adicionou-se¢ 100 pl. de uma solugio de avidina-peroxidase diluida em PBS
contendo 10% de SBF (1:400 de uma solug@o 1 mg/ml, Sigma) incubou-se por mais 30
minutos & temperatura ambiente e lavou-se oito vezes com solugio PBS/Tween Nesta
etapa, o substrato foi preparado adicionando-se 10 uL. de H,Oz 30% e 1 comprimido de
OPD (diidrocloreto de o-fenilenodiamina, Sigma) a 10 mL de tampio citrato, pH 5,6.
Adicionou-se 100 pl. do substrato por orificio até o desenvolvimento da cor por um
periodo de 10-80 minutos, a temperatura ambiente. A leitura foi realizada em leitor de
ELIZA (A = 492 nm) (Labsystems, Finland). A concentragio da citocina nas amostras foi
expressa em pg/mL calculada por meio de uma curva-padriio realizada com concentragtes

conhecidas da citocina recombinante.

3.10. REALIZACAO DAS CURVAS DE SOBREVIDA

O estudo dos efeitos do tratamento com o fitoterapico foi realizado através da
avaliacio da sobrevida de animais inoculados com dose letal da bactéria, apos tratamento
com as diferentes doses do composto em estudo. Foram utilizados 5 grupos de animais
Balb/c, sendo, 2 grupos Controle, tratados com 4gua ou com amido, e 3 grupos tratados
com o extrato nas concentragbes de 250, 500 e 1000 mg/Kg/dia.

Para avaliarmos os efeitos do tratamento com o fitoterapico na sobrevida de animais
C57BL/6 Knockout para IFN-y, dose de 1000mg/Kg/dia foi administrada por 5 dias antes
da infecgiio a um grupo de animais. Um grupo de animais normais C57BL/6 e outro grupo
de animais C57BL/6 Knockout para IFN-y foram apenas infectados. Grupos de 20 animais

foram observados por um periodo de até 45 dias.
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3.11. ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo estatistica dos resultados para avaliar as vanaveis CFU, CSFs ¢
atividade de células NK foi realizada pelo teste de analise de varidncia ANOVA e quando
significativo, pelo Teste de Comparacio Tukey. A diferenca entre os grupos para a citocina
foi verificada utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis e, posteriormente, o teste de
Wilcoxon. Para as curvas de sobrevida dos animais foi aplicado o teste de analise de
Kaplan-Meier seguido de Cox-Mantel. Em todos os grupos estudados, considerou-se
estatisticamente significativos aqueles cujos valores de P foram < 0,05. Os dados foram

expressos como média+DP.
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4.RESULTADOS

50



4.1. CURVA DE SOBREVIDA DE CAMUNDONGOS BALB/C INFECTADOS COM
DIFERENTES DOSES DE Listeria monocytogenes.

Os resultados apresentados na figura 2, para determinacio da dose subletal de
Listeria monocytogenes demonstraramn que a diluicdo ideal para realizaco dos

experimentos foi de 5x10° bactérias/mL. Para a avaliagio da sobrevida dos animais a dose

letal observada foi de 5x10° bactérias/ml.

! I i ' ¥ 1 ¥
100 Sriros : #
. —— 5x105 Bac/mlL
% i 2)5x108 BacimL.
a0 - - 5x104 Bac/ml. .
~dv - 2,5x104 Bacimb
— -~ & 5x10% Bac/mL * )
1] 80 - | -
= |
g ‘ .
& 4 m
8 |
o]
40 - l |
L
20 . * 4
o 7 . T . T . T
0 10 20 30 40

Tempo (dias)
Figura 2 — Curva de sobrevida de camundongos Balb/c infectados com diferentes doses de
Listeria monocytogenes, a saber. 5%10° ; 2,5x10%; 5x10% 2.5x10* ¢ 5x10° bactérias/mL.

*P<0,001 entre os grupos. Analise de Kaplan-Meier seguido de Cox-Mantel. (n=6/grupo)
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4.2. EFEITOS DO ES NA SOBREVIDA DE ANIMAIS INFECTADOS COM DOSE
LETAL DE L. monocytogenes

Como podemos observar na figura 3, os animais controle apenas infectados
apresentaram uma mortalidade de 100%. A eficacia antibacteriana das diferentes doses da
administrago preventiva do extrato da Espinheira Santa foi representada pela protegio de
40, 35 e 30% dos animais, com as doses de 1000, 500 ¢ 250 mg/Kg respectivamente. Nio

houve diferenca significativa entre as diferentes doses de Espinheira Santa.

100 -
Grupos
-~ 3 [fectados
80 - i - nfectados/ Tratados com amido 1000 mg/Kg
: -4 infectados/ Tratados com ES 250 mg/Kg
~--~{nfectados/ Tratados com ES 500 mg/ikg
. #--|nfectados/ Tratados com ES 1000 mg/Kg
33 B0 = whae i
— H
@ 5
o :
o L
8 e e
20
%
s) ] jifm% i 1 ] i i i i 3
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempo (Dias)

Figura 3 - Efeito do pré-tratamento com 250, 500 e 1000 mg/Kg/dia de Maytenus ilicifolia
(ES), durante 5 dias, sobre a porcentagem de sobrevivéncia em camundongos Balb/c,
inoculados com dose letal de Listeria monocytogenes (5x10° bac/mL). Analise de Kaplan-
Meier seguido de teste de Cox-Mantel. *P<0,02 em relagio ao grupo infectado e ao grupo

infectado/tratado com amido 1000 mg/Kg. (n=20/grupo)
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43. EFEITOS DO ES SOBRE O NUMERO DE PRECURSORES
HEMATOPOETICOS PARA GRANULOCITOS E MACROFAGOS DA MEDULA
OSSEA E DO BACO DE CAMUNDONGOS (CFU-C) INFECTADOS COM Listeria

monocytogenes.

Os efeitos da administragdo do extrato de ES sobre o niimero de CFU-GM da
medula Ossea de camundongos infectados pela L. monocyfogenes estdo apresentados na
figura 4. O tratamento de animais normais (nfo infectados) com o extrato de ES ndo
produziu alteragdes no nimerc de CFU-GM medular quando comparado ao controle. Por
outro lado, a infecglo causou uma redugio no ntmero de CFU-GM que foi observado 48
horas ap6s a infecgio comparado aos controles. No entanto, quando os animais foram
previamente tratados com o exirato de ES e infectados, houve reversio da redugio do
mimero de CFU-GM observada as 48 h da infecgiio.

Nio observamos qualquer alteragdo na hematopoese esplénica de animais normais
tratados com o exirato de ES (figura 5). Por outro lado, no animal infectado, um aumento
significativo na hematopoese extramedular foi observado. O tratamento com as diferentes

doses de extrato de ES reverteu este quadro produzido pela infecgio.
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Figura 4 — Nimero de células formadoras de coldnias de granulocitos e macrofagos (CFU-
GM) da medula Ossea de animais Balb/c normais, tratados com 250, 500 e 1000 mg/Kg de
Maytenus ilicifolia, durante 5 dias e infectados com Listeria monocytogenes (5x10°
bac/mL). Os animais foram sacrificados 24, 48 e 72 horas apoOs a infecgdo. O grupo
controle recebeu agua. Os resultados representam a média + DP de 6 animais. ANOVA,
Teste Tukey. *P< 0,001 em relag@io aos demais grupos.

ES 250 ¥ ES 500

C: Controle

LM: Infectados com Listeria monocytogenes

ES: Tratados com Extrato de Maytenus ilicifolia.

ES+LM: Infectados com L. monocytogenes e tratados com Extrato de Maytenus ilicifolia
24h: 24 horas apos a infecgio

48h: 48 horas apds a infeccio

72h: 72 horas apos a infecgdo
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Figura 5 — Namero de células formadoras de colGnias de granuldcitos e macrofagos (CFU-
GM) do bago de animais Balb/c normais, tratados com 250, 500 e 1000 mg/Kg de
Maytenus ilicifolia, durante 5 dias e infectados com Listeria monocytogenes (5x10°
bac/mL). Os animais foram sacrificados 24,48 e 72 horas apds a infecglo. Os grupos
controle receberam agua. Os resultados representam a média = DP de 6 animais. ANOVA,

Teste Tukey. #P< 0,001 em relagdo grupo C. *P< 0,001 em relagdo grupo LM 48, **P<

0,001 em relagdo grupo LM 72,

ES 250 % ES 500 ES 1000 LM

C: Controle

LM: Infectados com Listeria monocytogenes

ES: Tratados com Extrato de Maytenus ilicifolia.

ES+LM: Infectados com L. monocytogenes e tratados com Extrato de Maytenus ilicifolia
24h: 24 horas ap6s a infeccio

48h: 48 horas apos a infecgio

72h: 72 horas ap06s a infecgdo
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4.4. EFEITOS DO ES SOBRE A PRODUCAO DE FATORES ESTIMULADORES
DE COLONIAS (CSFS) EM ANIMAIS INFECTADOS COM Listeria monocytogenes.

O tratamento com as trés doses do extrato da Espinheira Santa ndo produziu
qualquer efeito na atividade estimuladora hematopoética no soro (CSF) de animais normats.
A simples presenca da infeccio produziu aumento sigmificativo nos niveis séricos de CSF,
o qual foi mais acentuado as 48 e 72 h apods a inoculagdo da bactéria. Por outro lado,
observamos as 24 h da infecgdo um aumento significativo menos expressivo, nos niveis

séricos de CSF em relagdo ao obtido as 48 e 72 h. (Figura 6)
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Figura 6 — Efeitos da incubago de células progenitoras hematopoeticas de animal Balb/c
normal com o soro de animais Balb/c controle, tratados com 250, 500 ¢ 1000 mg/Kg/dia de
Maytenus ilicifolia, durante 5 dias e infectados com Listeria monocytogenes (5x10°
bac/mL). Os animais foram sacrificados 24,48 e 72 horas apods a infecgiio. Os grupos
controle receberam agua. Os resultados representam a média + DP de 6 animais. ANOVA,
Teste Tukey. @P< 0,001 em relagiio ao grupo Controle e aos grupos tratados (ES). *P<0,01

em relagio aos grupos Controle, tratados e LM 24h.

ES250 ¥ ES 500 ES 1000 #LM

C: Controle

LM: Infectados com Lisferia monocytogenes

ES: Tratados com Extrato de Maytenus ilicifolia.

ES+LM: Infectados com .L. monocytogenes e tratados com Extrato de Maytenus ilicifolia

24h: 24 horas apos a infecgfio / 48h: 48 horas apls a infecglio / 72h: 72 horas apés a

mfeccio
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45. EFEITOS DO ES SOBRE A ATIVIDADE DE CELULAS “NATURAL
KILLER” (NK) FRENTE A INFECCAO COM Listeria monocytogenes.

O tratamento de animais normais com o ES na dose de 1000mg/Kg/dia produziu um
aurnento na atividade de células NK em relagio ao controle. Da mesma maneira, a infecgdo
com Listeria monocytogenes na dose de 5x10° bac/mL produziu um aumento na atividade
dessas células de forma significativa em relag@o ao grupo controle. Um aumento adicional,
produzido pelo ES, na atividade de células NK, foi observado 48, 72 e 120 horas apés a

infecgio comparado aos respectivos grupos somente infectados e ao controle. (Figura 7)
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Figura 7 - Atividade de células NK de camundongos Balb/c controle, tratados com o

extrato de Maytenus ilicifolia, 1000 mg/Kg/dia (V.Q.) por 5 dias consecutivos e/ou
infectados com a Listeria monocytogenes na dose de 5x10° bac/mL.Os grupos infectados
foram sacrificados 48, 72 e 120 horas apds a inoculagiio da bactéria. ANOVA, teste de
Tukey. *P<0,001 em relagio aos grupos C, LM e ES+LM 48 e 72h. #P<0,00]1 em relacio
ao grupo LM 48h e ES+LM 120. @P<0,001 em relagio ao grupo LM 72h, LM 120 e
ES+LM 120. **P<0,0] em relagiio aos grupos C, LM 120, ES+LM 48 e ES+LM 72.
$P<0,05 em relagio aos grupos LM 72 e LM 120. +P<0,05 em relacfio aos grupos C, ES,

LM 48. & P<0,05 em relagio aos grupos C, ES+LM 48 e ES+LM 72

%
5
et

‘ES ES+LM

C: Controle

LM: Infectados com Lisferia monocytogenes

ES: Tratados com Extrato de Mayienus ilicifolia.

ES+LM: Infectados com Listeria monocytogenes ¢ tratados com Extrato de Mayftenus
ilicifolia

48h: 48 horas apés a infecglo / 72h: 72 horas apos a infecgdio / 120h: 120 horas apés a

infeccdo
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4.6. EFEITO DO ES SOBRE A PRODUCAO DE IFN-y EM ANIMAIS
INFECTADOS COM Listeria monocytogenes

Como pode ser observado na figura 8, houve um aumento significativo dessa
citocina na vigéncia da infecgfio, comparado ao grupo controle. A produgio desta citocina

foi potencializada nos grupos de animais tratados com o ES e infectados, principalmente as

72 horas apds a infecgio.
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Figura 8 - Niveis de IFN-y de camundongos Balb/c controles, tratados com o extrato de
Maytenus ilicifolia, 1000 mg/Kg/dia (V.0) por 5 dias consecutivos, infectados com a
Listeria monocytogenes (5x10° bac/mL). (i.p), e grupos tratados com o ES e infectados. Os
grupos infectados foram sacrificados 48, 72 e 120 horas apos a inoculagdio da bactéria.
@P< 0,05 em relacdo ao grupo C. *P< 0,05 em relagiio aos grupos C e ES. #P< 0,05 em
relacdo aos grupos C e LM 48. ##P<0,05 em rela¢do aos grupos C, ES e LM 72, § P<0,05

em relacfo aos grupos ES+LM 48 e ES+LM 72. Teste de Kruskal-Wallis e Wilcoxon.

C: Controle

LM: Infectados com Listeria monocytogenes

ES: Tratados com Extrato de Maytenus ilicifolia.

ES+LM: Infectados com Listeria monocytogenes e tratados com ES

24h: 24 horas apds a infecgiio / 48h; 48 horas apés a infeccdo / 72h: 72 horas apos a
infeccido
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4.7. EFEITOS DO ES NA SOBREVIDA DE ANIMAIS C57BL/6 NORMAIS E
KNOCKQUT PARA IFN-y INFECTADOS .COM UMA DOSE LETAL DE L
monocytogenes

Como podemos observar na figura 9, animais C57BL/6, os quais sfio geneticamente
resistentes a Listeria monocytogenes, apresentaram total resisténcia & infeccdio, com
sobrevida de 100%. Em contrapartida, todos os animais knockout para IFN-y tiveram 6bito

até o 3° dia ap6s a infec¢lio, sendo que, o tratamento prévio com o ES nfo modificou a

resisténcia destes ammais a infeccio.

100 - PO

Grupos
i CETBLIG + LM |
i KOCKOUE CS7BLS + LM

s Kpsockout CS7BLG + LMES 1000 mg/Kg

80 -

80

Sobrevida (%)
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Figura 9 - Efeito do pré-tratamento com 1000 mg/Kg/dia de Maytenus ilicifolia (ES),
durante S dias, sobre a porcentagem de sobrevida em camundongos C57BL/6 normais e
Knockout para IFN-y, inoculados com dose letal de Listeria monocytogenes (5x10°

bac/mL). *P<0,001 em relagio aos demais grupos. Analise de Kaplan-Meier seguido de

Cox-Mantel. {n=20/grupo)
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5.DISCUSSAO
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No presente estudo, demonstramos a habilidade do extrato de Espinheira Santa (ES)
em estimular a resposta hematopoetica durante a infecgio com Listeria monocytogenes.
Nossos resultados demonstraram um aumento significativo na sobrevida dos animais
infectados com LM, tratados com trés diferentes doses do extrato de ES. Em paralelo ao
aumento na sobrevida, a administragio do extrato produziu aumento sobre o numero de
células formadoras de colonias de granuldcitos e macrofagos (CFU-GM) da medula Ossea
de camundongos infectados com LM, causando reversfio da mielossupressio mnduzida pelo
desenvolvimentio da infecgio. Em contrapartida, observamos uma reversdo no aumento da
hematopoese extramedular esplénica produzida pela infecg@o, nos animais tratados com as
trés doses do extrato de ES. Outros achados importantes relacionados ao tratamento foram a
potencializagdo na atividade estimuladora de coldnia no soro, observada principalmente as
24 horas apés a infecciio, nos niveis de IFN-y e na atividade das células NK de animais
infectados.

A resisténcia i infecgiio pela Listeria monocytogenes pode ser resultado de
diferentes mecanismos. Um papel central dos macrofagos contra a infecgiio pela LM tem
sido sugerido pela demonstragio de que o fim da infecgdo esta associado com a aquisi¢do
de macrofagos com habilidade listericida aumentada (DENIS et al.,1990; ROGERS et al,,
1994; KAUFMANN, 1993, 1995;). A medula 6ssea € o sitio primario da geragio de células
progenitoras de granuldcitos € macrofagos e a migragio de células para o local da infecgo
¢ de umportancia critica para aumentar a resisténcia do hospedeiro na fase inicial da
infecglio (RUCO & MELTZER, 1978; TRIPP et al., 1993; MELO et al., 2001; QUEIROZ
et al., 2003). Este fato, bem documentado na literatura, ¢ refletido pelo decréscimo no

niamero de CFU-GM da medula éssea de animais infectados pela LM (WING et al., 1984;



CHEERS & STANLEY, 1988; DANTAS & QUEIROZ, 1999; QUADROS et al., 1999,
QUEIROZ et al,,2000b; MELO et al., 2001). Resultados similares foram obtidos neste
estudo, sugerindo que o efeito proliferativo pode ser, pelo menos em parte, responsavel pela
protegio dos animais frente a infecgdo.

Evidéncias na literatura indicam que o aumenio da resisténcia a infecgdo secundana
pode ser resultado da aumentada mobilizagio de fagocitos (CZUPRINSKY et al., 1985,
MIELKE et al, 1988). Além disto, o aumento no CFU-GM da medula Ossea de
camundongos CS7BL, resistentes & LM, sugerem que a producio destas células seja
fundamental para a resisténcia destes animais (MANDEL & CHEERS, 1980;
SADARANGANI et al., 1980; STEVENSON et al.,, 1981; WOOD et al,, 1986, YOUNG &
CHEERS, 1986; WOOD et al., 1986; CHEERS et al., 1988;).

Outro aspecto que deve ser considerado € o elevado nivel de CSFs no soro de
animais infectados. Foi relatada a importancia crucial de fatores estimuladores de células na
resposta hematopocética de animais infectados com LM. Destes o GM-CSF, o M-CSF e o
G-CSF sio os fatores encontrados em maior concentragio no soro € em alguns orgios como
o bago e figado. GM-CSF pode estimular a proliferacio e diferenciagio de células
pluripotentes influenciando a migragio destas células durante a infecgio (WING et al.,
1984; YOUNG & CHEERS, 1986; CHEERS et al.,, 1988; CHEERS & STANLEY, 1988;
GREGORY et al,, 1991; GREGORY & WING, 1993; ZHAN et al., 1998). Além disto, tem
sido mostrado que esta citocina pode ativar neutrdfilos maduros, aumentando a capacidade
citolitica destas células (METCALF, 1995). Desta forma, podemos sugerir que o extrato de
ES pode promover a liberagdo destas citocinas e assim aumentar a proliferagio de CFU-

GM e, conseqiientemente, a producgio de células sanguineas periféricas funcionais.
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A reversio da mielossupressio e do aumento na proliferagio do CFU do bago
parece ser importante para a resisténcia dos animais 2 infecg@io. A este respeito, o aumento
rapido dos nimeros de precursores hematopoéticos € caracteristico em uma infecgdo
secundaria a LM, o qual se mantém por varios dias (WING et al., 1985, 1987, GREGORY
& WING, 1993).

As células NK também possuem papel primordial na defesa do hospedeiro a
infeccio por LM (KEARNS & LEU, 1984; POSTON & KURLANDER, 1991;
BANCROFT, 1993; TEIXEIRA & KAUFMANN, 1994; LADEL et al., 1996). Macréfagos
infectados pela bactéria produzem IL-1, TNF-a e 1L-12 que estimulam células NK a
produzirem o IFN-y, que, por sua vez, estimula a atividade antimicrobiana e citotoxica dos
macrofagos (HAHN & KAUFMANN, 1981; NISHIBORI et al., 1996).

Apesar destas células fagocitarias serem as efetoras iniciais da resposta imunolégica
a bactéria, a resposta dos linfocitos T parece ser essencial na fase tardia da infecgfo agindo
na erradicagfio da bactéria. Embora as células NK controlem a replica¢io da listeria na fase
inicial, animais deficientes de células T n3o resistem a infecgio (MACKANESS & HILL,
1969; DAUGELAT & KAUFMANN, 1996; MIYAMOTO et al., 2001). A este respeito,
experimentos realizados com camundongos nude, os quais ndo possuem células T,
demonstraram que os mesmos podem responder temporariamente i doenga, mas nio
conseguem controla-la (EMMERLING et al., 1974; BANCROFT et al., 1991; UNANUE,
1997). Todos os trés subtipos de linfocitos T, CD4™ auxiliar, CD8" supressor ¢ CD4CDS’,
contribuem para a protegdo do organismo contra a bactéria, predominando a resposta do
tipo Thi (MOMBAERTS et al, 1993). As células CD4" reconhecem as proteinas

processadas pelas células apresentadoras de antigeno ¢ medeiam uma reagio de
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hipersensibilidade do tipo tardio (KAUFMANN et al., 1987, MIELKE, 1988; BEATTI et
al.,1991, DAUGELAT et al., 1994).

Muitos estudos confirmam o papel relevante do TFN-y na resisténcia & LM a qual
torna-se fatal na auséncia desta citocina (BUCHMEIER & SCHREIBER, 1985; NAKANE
et al., 1989, 1990; DUNN e NORTH, 1991; LEIST et al,, 1991; 1992; HUANG et al,
1993). Observamos no estudo de sobrevida com amimais CS57BL/6, resistentes
geneticamente a Listeria, que a presenca de IFN-y é crucial para manutencio da vida do
animal, tendo em vista que, no grupo de animais C57BL/6 Knockout para IFN-y, todos os
animais morreram em até 72 h ap6s a infecgéo.

As celulas NK e as células CD4'CDS8’ sio potentes produtores de IFN-y, o qual ativa
as fun¢Bes antimicrobiais dos macrofagos (BANCROFT, 1993; KAUFMANN, 1993;
MOMBAERTS et al,, 1993, LADEL et al,, 1996;). Além disto, as células NK necessitam
da presenga das células CD4'CD8" para que a resposta seja efetiva, pois na auséncia destas,
¢ observada exacerbagio da doenga (LADEL et al,, 1996).

Diante do fato, bem documentado na literatura, de que as células NK sio as
principais produtoras de IFN-y, podemos sugerir que o tratamento com Espinheira Santa, de
animais infectados promove reversio da mielossupressio e do aumento da hematopoese
esplénica. Aumenta a produgio de fatores estimuladores de colonias no soro de animais
infectados e, potencializa a atividade das células NK e conseqiientemente o aumento do

IFN-v
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6.CONCLUSAO
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Nossos resultados sugerem que a eficacia antibacteriana representada pela protegdo
de até 40%, produzida pelo tratamento com diferentes doses de extrato de Espinheira Santa,
nos camundongos infectados com Listeria monocytogenes, esta relacionado 4 modulaggo de

varios parimetros imunohematopoéticos.

1. Reversio da mielossupressio ¢ do draméatico aumento na hematopoese esplénica
produzidos pela evolugdo temporal da infeccdo.

2. Aumento na atividade estimuladora de colémias (CSF) no soro

3. Aumento da atividade das células “natural killer”.

4. Aumento na producgio de [FN-y.

5. O fitoterapico apresenta ampla faixa terapéutica.
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7.SUMMARY
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In this work, we have investigated the effects of Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek (ES)
extract on the growth and differentiation of bone marrow and spleen granulocyte-
macrophage progenitor cells (CFU-GM), serum colony stimulating activity (CSA), natural
killer (NK) cell activity and IFN-y production in a Listeria monocytogenes infected mice. A
significant reduction in the CFU-GM number was observed in the initial phase of the
infection with sublethal dose of (5x10° bac/mL), in parallel to a significant increase in the
spleen hematopoiesis. The treatment of mice with 250, 500 and 1000 mg/Kg/day ES extract
for five days prior to the infection stimulated bone marrow myelopoiesis, reduced to normal
levels CFU-GM number in the spleen and increased the serum colony stimulating activity.
The infection enhanced IFN-y levels and NK cell activity. Treatment with ES extract using
the same dose schedule presented above, led to further increases in IFN-y levels and NK
cell activity. Peak levels of IFN-y was seen at 72 h after the infection and NK cell activity
was mostly increased at 48 h after the infection. Evaluation of the therapeutic efficacy of
the ES extract, evaluated by the resistence of infected mice exposed to lethal dose of the
bacteria (5x10° Bac/mL), resulted in protection of 40% with dose of 1000 mg/Kg and of
30% with 250 mg/Kg. Difference between the doses was not significant. Our results show
that ES extract can increase antibacterial resistance in the listeriosis by modulation of CFU-

GM generation, increased IFN-y production and Iytic NK cells activity.
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Tabela 2 - Avaliagio da sobrevida de animais tratados com 250, 500 € 1000 mg/Kg de
Maytenus ilicifolia, durante 5 dias, e infectados (LM) com Listeria monocytogenes (5x10°
bac/mL). Anilise de Kaplan-Meier seguido de teste de Cox-Mantel. * P< 0,01 em relagio

ao grupo infectado e #P< 0,02 em relagdo ao grupo infectado e tratado com amido 1000

mg/Kg. (n=20/grupo)

Sobrevida
Dias M LM+ Amido LM+ ES250 LM+ ES500 LM+ES
1000 mg/Kg mg/Kg *# mg/Kg *# 1000 mg/Kg
*H

2 5 2 2

3 3 6 3 2

4 7 4 7 5 4

5 3 6 6 3 3

6 1 2 1

7 1 1 1

8 1

45

Tabela 3 — Unidade formadora de colonia de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) da
medula 6ssea de animais tratados com 250, 500 e 1000 mg/Kg de Maytenus ilicifolia (ES).
Os animais foram sacrificados 24, horas apos o Ultimo tratamento. Os animais do grupo

controle receberam &gua e do grupo Amido receberam agua com 1000mg/Kg de amido.

N Controle Amido ES 250 ES 500 ES 1000
1 20,91 16,1 19,35 17,86 17,94
2 17,82 17,94 15,19 15,68 17,68
3 17,28 14,41 18,54 16,00 16,83
4 13,52 21,07 17,46 17,17 19,89
5 18,05 15,96 16,45 16,83 15,5
6 17,57 15,65 16,32 17,32 21,24
Média 17,52 16,85 17,21 16,81 18,18
DP 2,36 2,35 1,54 0,82 2,07
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Tabela 4 — Unidade formadora de colonia de granulocitos e macréfagos (CFU-GM) da
medula ossea de animais infectados com Listeria monocytogenes (5x10° bac/mL) e tratados
com 250, 500 e 1000 mg/Kg de Maytenus ilicifolia (ES). Os animais foram sacrificados 24,

horas apos a infecgdo. Os animais do grupo controle receberam agua e do grupo Amido

receberam agua com 1000mg/Kg de amido.

N Controle | Amido LM24 | LM+250 | LM+500 | LM+1000

1 20,91 16,10 20,46 19,42 19,00 21,56

2 17,82 17.94 1927 16,89 18,13 20,08

3 17,28 14,41 20,21 16,05 16,15 2080

4 13,52 21.07 15,75 16,45 16,80 16,95

5 18,05 15,96 16,45 17,46 15,96 21,60

6 17,57 15,65 16,97 18,24 19,69 21,52
Meédia 17,52 16,85 18,18 17,41 17.62 20,31

DP 2,36 2,35 2,04 1.24 1,55 1,73

Tabela 5 — Unidade formadora de coldonia de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) da
medula 6ssea de animais infectados com Listeria monocytogenes (5x10° bac/mL) e tratados
com 250, 500 e 1000 mg/Kg de Maytenus ilicifolia (ES). Os animais foram sacrificados 48,
horas ap6s a infecgdo. Os animais do grupo controle receberam agua ¢ do grupo Amido

receberam agua com 1000mg/Kg de amido. *P<0,001 em relagio ao grupo infectado LM

48. ANOVA, teste de Tukey.

Z

Controle | Amido | LM48 | *LM+250 | *LM+500 | *LM-+100
0
1 20,91 16,1 3,99 14.25 2211 23,10
2 17,82 17,94 7,75 16,72 24,12 15,84
3 17.28 14,41 2,64 20,30 16,10 18,18
4 13,52 21,07 7,26 16,87 21,06 19,38
5 18,05 15,96 9,46 17,98 15,51 16,92
6 17,57 15,65 6,58 17,32 14 41 17,94
Média 17,52 16,85 6,28 17,24 18,88 18,56
DP 2,36 2,35 2,52 1,96 4,04 2,52
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Tabela 6 — Unidade formadora de colénia de granuldcitos e macrofagos (CFU-GM) da
medula 6ssea de animais infectados com Listeria monocytogenes (5x10° bac/mL) e tratados
com 250, 500 e 1000 mg/Kg de Maytenus ilicifolia (ES). Os animais foram sacrificados 72,

horas ap6s a infeccdo. Os animais do grupo controle receberam agua e do grupo Amido

receberam agua com 1000mg/Kg de amido.

N Controle Amido LM72 LM +250 | LM+500 | LM+1600

1 20,91 16,10 16,02 20,16 16,74 2238

2 17,82 17,94 11,90 14,70 19,42 10,73

3 17,28 14,41 11,25 16,83 18,62 1815

4 13,52 21,07 16,77 18,15 18,72 15,52

5 18,05 15,96 14,24 15,08 17,85 20,91

6 17,57 15,65 9,25 17,86 17,51 18,37
Média 17.52 16,85 13,23 17,13 18,14 17,67

Dp 2,36 2,35 2,92 2,04 0,96 4,15

Tabela 7 — Unidade formadora de colonia de granuldcitos e macrofagos (CFU-GM) do
bago de amimais tratados com 250, 500 e 1000 mg/Kg de Maytenus ilicifolia (ES). Os

animais foram sacrificados 24, horas apds o Ultimo tratamento. Os animais do grupo

controle receberam agua e do grupo Amido receberam agua com 1000mg/Kg de amido.

N Controle Amido ES 250 ES 500 ES 1000
] 17,55 11,70 12,96 11,52 12,96
2 18,90 10,80 12,24 12,24 13,68
3 16,20 16,20 14,40 20,16 12,96
4 13,68 14,40 18,72 12,24 12,24
5 8,64 17,10 14,40 11,52 10,80
6 20,25 11,70 15,84 20,16 11,88
Média 15,87 13,65 14,76 14,64 12,42
DP 4,20 2,63 2,31 428 1,01

90




Tabela 8 — Unidade formadora de colonia de granuldcitos e macrofagos (CFU-GM) do

bago de animais infectados com Listeria monocytogenes (5x10° bac/mL) e tratados com

250, 500 e 1000 mg/Kg de Maytenus ilicifolia (ES). Os animais foram sacrificados 24,

horas apo6s a infecgdo. Os animais do grupo controle receberam agua e do grupo Amido

receberam agua com 1000mg/Kg de amido.

N Controle | Amido | LM24 | LM +250 | LM+500 | LM+1000
1 17.55 11,70 18,90 12,96 16,56 17,10
2 18,90 10,80 12,24 20,25 15,84 16,20
3 16,20 16,20 19,08 16,20 23,40 11,88
4 13,68 14,40 21,60 12,15 21,60 22,95
5 8.64 17,10 18,90 19,80 17,10 14,40
6 20,25 11,70 29.70 14,85 12,15 17,10
Média 15,87 13,65 20,07 16,03 17,77 16,60
DP 4,20 2,63 5,65 3,40 4,08 3,69

Tabela 9 — Unidade formadora de colonia de granulocitos e macréfagos (CFU-GM) do

bago de animais infectados com Listeria monocytogenes (5x10° bac/mL) e tratados com

250, 500 e 1000 mg/Kg de Maytenus ilicifolia (ES). Os animais foram sacrificados 48,

horas apo6s a infecgdo. Os animais do grupo controle receberam agua e do grupo Amido

receberam agua com 1000mg/Kg de amido. *P<0,001 em relagio aos demais grupos.

ANOVA teste de Tukey.
N Controle | Amido *LM 48 | LM +250 | LM+500 | LM+1000
1 17,55 11,70 4752 2430 10,80 19,44
2 18,90 10,80 79,56 11,52 14,40 18,00
3 16,20 16,20 35,10 11,25 16,20 21,60
4 13,68 14,40 36,40 37.80 2592 14,40
5 8,64 17,10 99,00 2916 12,96 11,52
6 20,25 11,70 56,70 24,48 21,61 20,16
Meédia 15,87 13,65 67,38 23,08 16,98 17,52
Dp 4,20 2,63 24,74 10,30 5,70 3.82
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Tabela 10 — Unidade formadora de col6nia de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) do

bago de animais infectados com Listeria monocytogenes (SX10° bac/mL) e tratados com

250, 500 e 1000 mg/Kg de Maytenus ilicifolia (ES). Os animais foram sacrificados 72,

horas apés a infecgfio. Os animais do grupo controle receberam agua e do grupe Amido

receberam agua com 1000mg/Kg de amido. *P<0,001 em relagio aos demais grupos.

ANOVA, teste de Tukey.
N Controle Amido *IM72 | EM+250 | LM+560 | LM+1000
1 17,55 11,70 40,50 32,76 25,92 1944
2 18,90 10,80 90,0 27,00 22,68 18,00
3 16,20 16,20 45,00 16,20 25,20 21,60
4 13,68 14,40 63,00 17,28 32,40 14,40
5 8,64 17,10 54,00 20,16 28,80 11,52
6 20,25 11,70 70,20 10,08 14,40 20,16
Meédia 15,87 13,65 60,45 20,58 24,90 17,52
pp 4,20 2,63 18,18 8,12 6,12 3.82
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Tabela 11 Atividade de células NK de camundongos Balb/c controle (C), controle tratado

com amido (C+Amido) tratados com o extrato de Maytenus ilicifolia (ES), 1000 mg/Kg/dia

(V.0) por 5 dias consecutivos efou infectados com a Listeria monocytogenes na dose de

5X10° bac/mL (LM 48/ LM 72b/LM 120) e grupos tratados com o ES e infectados (ES +

LM 48h/ LM 72h/LM 120). Os grupos infectados foram sacrificados 48, 72 ¢ 120 horas

apds a inoculacdo da bactéria. ANOVA, teste de Tukey. ¥*P<0,001 em relaciio aos grupos

Controle, infectados e infectados/iratados 48 e 72h. #P<0,001 em relacio ao grupo

infectado LM 48h. (@P<0,001 em relagfo ao grupo infectado LM72h. **P<0,01 em relagio

ao grupo infectado LM 120h.

N C C+tA | LM48 | LM 72 |LMi20| *ES #ES @ES | **ES
LM48 | LM72 | LM120

1 183 16.6 489 41.3 34.7 36.6 54.7 534 303

3 15.0 13.9 42.6 36.5 339 38.1 69.1 53.1 452

3 12.4 172 51.8 34.3 32.6 21.0 53.9 576 417

4 143 147 44 6 378 27.1 32.5 61.4 508 439

5 16.5 162 493 39.6 30.4 23.0 62.0 457 426

6 139 14.1 46.9 39.7 29.4 272 56.4 492 458
MEDIA | 15.1 15.5 47.4 38.2 31.4 29.7 59.6 51.6 41.6
DP 2.1 1.4 3.4 2.5 2.9 7.1 5.8 4.1 5.7
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Tabela 12 - Niveis de IFN-y de camundongos Balb/c controles, tratados com o extrato de
Maytenus ilicifolia (ES), 1000 mg/Kg/dia (V.O) por 5 dias consecutivos infectados com a
Listeria monocytogenes (LM 48h/ LM 72h) e grupos tratados com o ES ¢ infectados (ES +
LM 48/ LM 72h). Os grupos infectados foram sacrificados 48 e 72 horas apos a
inoculacio da bactéria. @P< 0,05 em relagio 2o grupo C. *P< 0,05 em relagdo aos grupos
C e ES. #P< 0,05 em relagio aos grupos C e LM48. ##P<0,05 em relagéo aos grupos C, ES
e LM72. Teste de Kruskal-Wallis e Wilcoxon.

L. monocytogenes (5x103 bac/mL). (i.p.)

N C @ES | *LM 48| *ES+ |[#LM 72h| ##ES + |[LM 120h| ES+
LM 48 LM72 LM120

1282 1935 4511 3423 3354 5410 3022 3287
1208 1787 4539 4950 2543 6958 1567 2778
1590 2195 3635 5467 2609 4877 1769 2783
1095 1958 35638 4532 2567 4153 1295 2583
1133 1878 4352 4623 3492 4484 2213 2994
1114 1738 3945 4723 2645 5520 1659 1693

MEDIA | 1237 1915 4142 4620 2868 5234 1921 2736
Dp 186,3 161,1 387,0 674,9 433,3 994.3 617,5 435,8
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Tabela 13 — Avaliagdo da sobrevida de animais C57BL/6 normais e Knockout para INFy,
Tratados por 5 dias com 1000 mg/Kg de Extrato de Maytenus ilicifolia (ES) moculados
com dose letal de Listeria monocytogenes (5x10° bac/mL). *P<0,001 em relagio ao grupo

C57BL/6. Anilise de Kaplan-Meier seguido de Cox-Mantel. (n=20/grupo)

Sebrevida
Dias C57BL/6 *Knockout +L.M *Knockout +LM +
1000 ES
2
3 20 20
4
5
6
7
8
45 20
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