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1. RESUMO

Esse trabalho investiga o efeito protetor do tratamento com diferentes doses (50, 100 e 250
mg/Kg) do extrato padronizado de Cha Verde (GTE) em camundongos infectados com Listeria
monocytogenes (LM). A eficécia terapéutica foi avaliada para uma dose letal de LM por sete dias
consecutivos com diferentes doses de GTE. A protecdio significativa do extrato foi verificada durante a
fase aguda da infecgfio e um mecanismo de ag8io foi proposto a partir da andlise dos efeitos do GTE
sobre o crescimento e a diferenciagio de progenitores hematopoéticos para granulécitos e macrofagos
(CFU-GM) da medula 6ssea e do bago, sobre a atividade estimuladora de coldnias (CSA) do soro,
sobre a atividade litica de células NK, sobre a proliferagéio de linfécitos e sobre a produgéo de citocinas
de padrio Thl (IFN-y) / Th2 (IL-10) em animais normais e infectados com LM. Os resultados
demonstraram que a resisténcia dos animais infectados com uma dose letal de LM tratados com GTE
estd relacionada com a modulagfio da mielossupressdo e diminuicdo da hematopoese extramedular
produzidas pela infecgdo. Também foi verificado um aumento da atividade litica de células NK, da
capacidade proliferativa de linfocitos e da polarizagfo da resposta imunolégica para Thl. O GTE nio
apresenton toxicidade sobre o estroma medular e estimulou a geragdo de progenitores para
granulécitos-macréfagos em sistema de cultura liquida de longa duragio (LTBMC). O mecanismo de
agdio da atividade imunomoduladora do GTE ainda nfio estd completamente definido. No entanto, os
mecanismos de acfio apresentados neste trabalho sfio de fundamental importincia para a atividade

antibacteriana in vivo do GTE.
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2. ABSTRACT

In the present study we investigated the protective effects of the oral administration of Green
tea (GTE) (50, 100 and 250mg/Kg) in mice infected with Listeria monocytogenes (LM). We
demonstrated that GTE protects mice from a lethal dose of LM when administered prophylactically for
seven consecutive days. To determine the mechanism of action of GTE, we examined the effect of
GTE on the number of granulocyte and macrophage colony-forming units (CFU-GM) from bone
marrow and spleen, on the colony-stimulating activity (CSA) of serum, on natural killer (NK) cell
activity, on lymphocyte proliferation and on Th1/Th2-based cytokine production in normal and LM-
infected mice. Myelosuppression and extramedular hematopoiesis/splenomegaly were the major
features of LM infection, in association with NK cell activation and alteration of lymphocyte
proliferation. The resistance of mice infected with a lethal dose of LM but treated prophylactically with
100 and 250mg/Kg of GTE could be related to the modulation of myelosuppression and extramedular

hematopoesis induced by the infection, and to an increase in NK cell activity, lymphocyte proliferation
and polarization of the Thl-based immune response. The GTE extract was not toxic to either the
stromal cell layer or to GM progenitors generatsd from long-term bone marrow culture (LTBMC). In
this way, the mechanism of action through GTE exerts its pharmacological effect is not completely

elucidated, although the parameters mentioned here are essential for its antibacterial effect in vivo.
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Efeitos do Cha Verde sobre a Resposta Imunohematopoética

3. INTRODUCAO

3.1. Cha Verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze)

Estudos sobre fitoterapicos estdo em franca expansdo no Brasil e no mundo. Neste contexto,
vérios trabalhos tém sido publicados confirmando atividades farmacoldgicas de ervas de uso secular e
empirico pela populagéio. Além disso, muitos destes estudos fornecem evidéncias de que os fatores
culturais, incluindo substincias presentes na dieta, desempenham papel fundamental na prevengéo de
patologias (DUFRESNE e FARNWORTH, 2001).

A Camellia sinensis (L.) Kuntze (Figura 1) é uma planta da familia das Theaceae que tem sido
consumida como bebida h4 milhares de anos na China e Japéo e cujas propriedades terapéuticas foram
constatadas ao longo do tempo pela populagdo. Tradicionalmente, a C. sinensis € utilizada na medicina
oriental devido as suas propriedades “estimulantes, desintoxicantes, de ativagdo da circulagdo
sangiiinea e aumento de resisténcia as doengas” (DUFRESNE e FARNWORTH , 2001; YANG e

WANG, 1993).

Figura 1: Camellia sinensis (L.) Kuntze
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De acordo com o tipo de tratamento que as folhas de C. sinensis passam durante o processo de
fabricagiio podem ser obtidos vérios tipos de chas, dentre os quais, 05 mais conhecidos sio o Chd
Verde (GTE) e o Chd Preto (KURODA e HARA, 1999). Ao contrério do Chd Preto, a produgéo do
GTE ndo envolve oxtdagdo das folhas de C. sinensis. Neste caso, ocorre um processo de inativagfio que
impede a oxidagdio dos polifendis, garantindo, dessa forma, que o GTE possua atividades biologicas
mais pronunciadas do que o Chd Preto (DUFRESNE ¢ FARNWORTH , 2000). Os polifenéis séio os
principais constituintes quimicos da C. sinensis, dentre eles podemos destacar a catequina,
epicatequina, epicatequina-galato e cpigalocatequina-galato (ECG) (MIN e PEIGEN, 1991). Estudos
recentes demonstram que os polifendis apresentam atividade antibacteriana (DUFRESNE e
FARNWORTH , 2000; SAKANAKA et al. 2000; YAM et al. 1997; HOBIRA et al. 1991, TODA et
al. 1999; AMAROWICZ, PEGG e BAUTISTA, 2000; PILLAI et al. 2001), anti-tamoral (YANG e
WANG, 1993; KENNEDY er al.1999; KATIYAR et al. 1999; GUPTA et al. 2000), antiviral
(MITSCHER et al. 1997), antimutagénica (YANG ¢ WANG, 1993; YEN e CHEN, 1995) ¢ imuno-
moduladora (KATIYAR er al. 1999; MATSUNAGA ef al 2001; MATSUNAGA et al. 2002;
KAMATH ef al. 2003; ZVETKOVA et al. 2001).

A atividade antimicrobiana in vitro do GTE é encontrada para bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas (DUFRESNE e FARNWORTH, 2001; DUFRESNE ¢ FARNWORTH , 2000; SAKANAKA
et al. 2000) e esporos bacterianos (PILLAI ef al. 2001). E interessante ressaltar a habilidade do GTE de
prevenir a resisténcia a antibiéticos de certos patégenos (YAM et al 1997). Segundo SATO e
MIYATA (2000), o mecanismo bactericida do GTE ocomre pela interagio direta das moléculas
polifenélicas com a membrana bacteriana. A atividade antimutagénica do GTE ¢ atribuida &
propriedadé dos polifenéis em interceptar agentes carcinogénicos e de reduzir espécies oxidantes antes
que as mesmas provoquem danos ao DNA celular (YANG e WANG, 1993; YEN e CHEN, 1995). Em
relagio & atividade anti-tumoral, foi demonstrado que os polifenéis interferem no processo de
tumorigénese diminuindo o nimero de grupos sulfidrilas em células tumorais® ou pela indugio do
processo de apoptose (GUPTA ef al. 2000).

MATSUNAGA et al. (2001), demonstraram que a epigalocatequina-galato (ECG) possut
atividade imunomoduladora in vitro em modelo de infeccio de macréfagos por Legionella
preumophila. Foi verificada uma inibigsio do crescimento desta bactéria no interior de macréfagos
tratados com ECG. Os niveis de TNF-a, IFN-y € IL-12 estavam aumentados nessas culturas, enquanto
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que os de IL-10 diminuidos. O tratamento de macréfagos com ECG em presenca de anti-TNF-a ¢ anti-
IFN-y nfio inibiu o crescimento da bactéria. No entanto, na presenca de anti-IL-10 ¢ anti-IL-12, foi
mantida a inibicio do crescimento bacteriano pela ECG. Também foi observado um aumento de
RNAm para IFN-y nas culturas de macrofagos tratados com ECG. Dessa forma, a atividade
imunomoduladora in vitro da ECG esta relacionada com o aumento da produgfio de TNF-a e IFN-y
(MATSUNAGA ef al. 2001). Adicionalmente, foi demonstrado que a ECG reverte a imunossupresso
induzida pelo tabaco em culturas de macréfagos humanos infectados por L. preumophila através de
um aumento na atividade dessas células frente a bactéria, além de estimular a secregfo de certas
citocinas de padréio Thl, tais com TNF-o, IL-12 ¢ diminuigo de IL-10 (MATSUNAGA et al. 2002).

KAMATH et al. (2003) demonstraram que a presenga do antigeno L-teanina nas preparagdes
com C. sinensis ativa LTy in vitro e in vivo. Dessa forma, foi verificado que o consumo de GTE pode
gerar memoria nestas células ¢ induzir uma maior avidez desses linfocitos frente a algumas bactérias
com a M. morganii, E. coli, S. typhii, dentre outras. Além disso, foi detectado um aumento da produgéio
de citocinas, tais como, IFN-y e [L-12,

ZVETKOVA et al. (2001), demonstraram que 0 GTE possui papel imunomoduiador através de
um aumento na secregdo de neopterina em cultura de células mononucleares, indicando uma ativagio
de imunidade celular mediada por células.

KATIYAR et al (1999), utilizaram o modelo de fotocarcinogénese para demonstrar que o
tratamento prévio de camundongos com ECG inibe a imunossupressio induzida pelo tumor através da
reducio do niimero de células CD11b" nas lesdes inflamatorias, dos niveis de IL-10 na pele ¢
linfonodo drenante e do aumento de IL.-12 no linfonodo drenante dos animais.

3.2.Modelo experimental de infecgio por Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes (Figura 2) € um cocobacilo gram-positivo, pertencente a um grupo de
microorganismos de a¢fio intracitoplasmadtica, anaerobia facultativa, comumente, encontrada no meio
ambiente ¢ algumas vezes de forma assintomitica no intestino humano (McLAUCHLIN, 1993). Em
individuos imunocomprometidos, a Lisreria pode causar septicemia, meningite, encefalite ¢ infecges
em mulheres gravidas que pode resultar em aborto. A contaminacio de individuos normais geralmente
ocorre pela ingestdo de alimentos e produz efeitos gastrintestinais brandos, tais como, niuseas, vomitos
¢ diarréia (McLAUCHLIN, 1993).
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A listeriose murina é um modelo experimental bastante utilizado para o estudo da resposta
imunolégica de tipo celular permitindo o desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas que visam
reduzir as imunopatologias mediadas por células T, sem interferir com a resisténcia inata, prevencéo ¢

cura por estas mesmas células.

Figura 2: Listeria monocytogenes, coloragdo de Gram, demonstrando bacilo Gram positivo

O processo de resisténcia do hospedeiro a L. monocytogenes envolve diferentes mecanismos. A
resposta inespecifica de fagécitos que se alojam rapidamente no sitio de proliferagdo da bactéria €
essencial para o controle inicial do crescimento bacteriano (McLAUCHLIN, 1996; BRAUN e
COSSART, 2000). Os macréfagos infectados nos momentos iniciais da infecgéio liberam algumas
citocinas pré-inflamatérias, tais como IL-1, TNF-a e IL-12 que estimulam as células NK a secretarem
IFN-y (ROGERS et al. 1992; CHEERS e al. 1988) e desenvolverem sua atividade citotoxica
(COSSART e BIERNE, 2001). Altas concentragdes de IFN-y promovem a ativagio do macréfago
aumentando suas propriedades antimicrobianas (BECKERMAN, K. P., ef al 1993; BUCHMEIER e
SCHEREIBER, 1985) e conduzindo a uma maior expressdo das moléculas da classe II do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC classe II). A destruigéo intracelular da Listeria pelo macréfago
ativado (Figura 3), associada ao aumento de expressio da MHC-II, facilita a apresentagdo deste
complexo a um segundo sistema de defesa do organismo, que atuard na erradicagdo da infecgéo,
através da indugdo de células T CD4" ¢ CD8" (MIELKE, EHLERS e HAHN, 1993; ROGERS et al.
1994; TRINCHIERI, 1993) especificas para o microorganismo (MOMBAERTS et al 1993).
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Recentemente foi demonstrado a participagdo dos neutréfilos na fase aguda inespecifica da
resisténcia a listeriose, assim como a capacidade dessas células de sintetizar e liberar citocinas
(McLAUCHLIN, 1996; CONLAN e NORTH, 1991; CONLAN e NORTH, 1994; CZUPRYNSKI et
al. 1994). A utilizaggo de anticorpos especificos contra neutréfilos in vivo reduz de forma significativa
a sobrevida de camundongos infectados (CZUPRYNSKI et al. 1994). As células fagocitarias sdo
originadas das células primitivas pluripotenciais da medula 6ssea ou células-tronco hematopoéticas.
Em animais resistentes & Listeria monocytogenes, o nimero de precursores hematopoéticos na medula
Ossea é geneticamente maior que em linhagens susceptiveis como o BALB/c. Esta caracteristica parece
ser determinante na resisténcia a listeriose. Nas linhagens resistentes é observado ainda um aumento de
mondcitos no sangue periférico associado a um menor crescimento bacteriano no bago e figado. Estas
caracteristicas indicam que a pronta mobilizagio de granulécitos-macrofagos para estes locais de

replicagdo da bactéria é importante para o controle da infecgéio em seus momentos iniciais.

Figura 3: Mecanismo de disseminagdo da L. monocytogenes.

No entanto, a resposta inata que ocorre nos estigios iniciais da infec¢do envolvendo neutrofilos,
macrofagos e células NK ndo € suficiente para erradicar a infecgdo no bago e na cavidade peritoneal de
camundongos (CONLAN e NORTH, 1991). As células T (CD4 a/p, CD8" o/ e células T /), sdo
necessdrias para a secre¢do de citocinas estimuladoras do macréfago, especialmente o IFN-y

(KAUFMANN, 1993). Os clones de linfécitos T CD4 o reconhecem peptideos da Listeria apés
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interag8io como uma célula apresentadora de antigeno (APC) apropriada. Quando esses clones sdo
ativados, apresentam a caracteristica de produzir grandes quantidades de IL-12 e IFN-y, polarizando a
resposta imune para Thl (KAUFMANN et al. 1993). As células T CD8 o/, participam mais
pronunciadamente em infecgSes secunddrias por Listeria, entretanto, sabemos que essas células
secretam [FN-y in vitro na presenca de L. monocyrogenes (KAUFMANN e DELIBERO, 1986;
EDELSON ¢ UNANUE, 2000) e siio responséveis pela lise dos hepatocitos infectados pela agéio de
grinulos citotoxicos ou por desencadear apoptose por mecanismo de Fas-L/Fas (WING ¢ GREGORY,
2000). Os linfocitos T v/8 podem induzir polarizacsio para Thi e Th2 dependendo do organismo
infectante, no caso da Listeria estimulam a produgéio de IFN-y (FERRICK et al. 1995).

O IFN-y possui papel fundamental na listeriose (BRAUN e COSSART, 2000; CHEERS et al.
1988; BECKERMAN, K. P., et al 1993; BUCHMEIER ¢ SCHEREIBER, 1985; MIELKE, EHLERS e
HAHN, 1993; ROGERS et al. 1994; TRINCHIERI, 1993). Embora ¢xistam indicios que as células NK
sejam as principais produtoras de IFN-y, a produgfio de IFN-y também estd relacionada com os
linfécitos T /6. Dessa forma, o IFN-y & secretado no minimo por duas populages de células T (LTy/d
e LThl). Essa caracteristica garante o desenvolvimento ¢ a manuten¢éo da resposta do tipo Thl na
listeriose (FARGEAS et al 1992)

Outras citocinas como a IL-4 (IIZAWA, BROWN e CZUPRYNSKI, 1992; WOOD,
MAROUSHEK e CZUPRYNSKI, 1993) ¢ IL-10 (FLESCH ¢ KAUFMANN, 1994) apresentam um
papel supressor nos estigios iniciais da listeriose. ISAWA e CZUPRYNSK], (1992) e ISAWA et al.
(1993) demonstraram que a administragio de anticorpo monoclonal anti-IL-4 antes da infeccio produz
um aumento da resisténcia dos animais tratados. No entanto, nfo existe nenhum efeito significativo nos
niveis de bactérias no bago e figado destes animais quando tratados com IL-4 recombinante no inicio
da infecgdio. O tratamento com I.-10 provoca diminuigio da fungfo fagocitica que tem como
conseqiiéncia a disseminagiio da infecgfio e morte mesmo em presenca de microabeesso. Dessa forma,
o tratamento de animais com anticorpos monoclonais especificos para IL-10 nos primeiros 5 dias de
infecgdio aumenta a resisténcia do animal. Entretanto, em estigios mais avangados da doenca este
tratamento parece reduzir o clearance da bactéria, sugerindo uma a¢o mais complexa da IL-10 sobre
macréfagos (WOOD, MAROUSHEK e CZUPRYNSKI, 1993; FLESCH e KAUFMANN, 1994).
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O modelo de listeriose experimental envolve vérios mecanismos imunohematopoéticos que
constituem alvos atrativos para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, descricio e avaliacdo do
mecanismo de agéio do GTE.

Neste trabalho, investigamos o efeito modulador imunohematopoético in vivo do extrato
padronizado de GTE po modelo de listeriose murina. Inicialmente, avaliamos a eficacia terapéutica do
GTE frente 2 uma dose letal de Listeria monocytogenes. Verificamos protecdo significativa do GTE
durante a fase aguda da infecglio e decidimos elucidar o mecanismo de agéo responsével por esta
protecio. Os efeitos do GTE sobre o crescimento ¢ a diferenciagéio de progenitores hematopocticos
para granulécitos e macrofagos (CFU-GM) da medula éssea e do bago, a atividade estimuladora de
coldnias (CSA) do soro, a atividade litica de células NK, a proliferaciio de linfécitos e a produgdo de
citocinas de padrio Thl (IFN-y) / Th2 (IL-10) em animais normais ¢ infectados com Listeria

monocytogenes foram avaliados e discutidos.

|
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A ————

4, OBJETIVOS
O objetivo principal deste trabalho foi avaliar os efeitos do GTE sobre a resposta

imunohematopoética de camundongos infectados com Listeria monocytogenes. Os parametros

avaliados foram:

b

g @

F £ BB &

Resisténcia de animais infectados com dose letal da bactéria e tratados com diferentes
doses do extrato;

Determinagéo das doses de eficécia terapéutica em camundongos;

Crescimento ¢ diferenciagiio dos precursores hematopoéticos da medula éssea e do bago
de animais normais e infectados com Listeria monocytogenes;

Producfio de fatores estimuladores de coldnias de células hematopoéticas;

Atividade das células NK em camundongos normais e infectados com L. monocytogenes;
Proliferagiio de linfocitos em camundongos normais e infectados com L. monocytogenes;
Produgdo de citocinas de padréio Thl (IFN-y) e Th2 (IL-10);

Efeito do GTE sobre o estroma medular e sobre a capacidade de diferenciagfio de
progenitores para granulécitos e macréfagos gerados em sistema de cultura liquida de
longa duragéio (LTBMC) de animais normais e infectados com L. monocyfogenes.
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5, MATERIAL E METODOS

5.1. Animais e Tratamento
Para a realizagfio dos experimentos utilizamos camundongos BALB/c machos, com idade entre
6 ¢ 8 semanas, fomecidos pelo Biotério Central (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Os animais foram divididos em grupos (n=6) e submetidos ao tratamento de acordo com

o protocolo experimental, a saber:

a) animais controle negativo, nfio infectados, sem tratamento;

b) animais controle positivo, infectados com L. monocytogenes, sem tratamento;

¢) animais ndo infectados e tratados com GTE;

d) animais infectados com L. monocytogenes, tratados com diferentes doses de GTE.

As doses utilizadas em todos os experimentos de avaliagfio imunohemetopoética foram 50, 100
e 250mg/Kg determinadas pelo experimento para verificacéio dos efeitos do GTE sobre a resisténcia de
animais a uma dose letal de bactéria descrita no item 5.11. A administragio do GTE foi realizada por
gavagem, utilizando-se agua estéril como veiculo de administracdio. O tratamento com GTE foi
realizado por sete dias consecutivos, anteriores & inoculagiio da bactéria e os animais sacrificados 24h,
48h e 72h apés a infecgio. No entanto, considerando a aparecimento mais tardio da resposta NK,
utilizamos os periodos de 48h, 72h e 96h apés infecgéio para a avaliagfio desta resposta. Os animais

controle, nfio infectados, receberam somente veiculo.

5.2. Extrato Padronizado da planta Camellia sinensis (L.) Kuntze (Chd Verde)

O extrato padronizado da planta Camellia sinensis (L.) Kuntze (Chd Verde) (54,2% de
polifendis) foi fornecido pela Galena Quimica e Farmacéutica LTDA (Brasil).

Especificacbes do_extrato: O produto foi preparado a partir das folhas secas de Camellia
sinensis, utilizando-se uma mistura de etanol/agua como solvente extrator. Trata-se de um pdé marrom,

de odor e sabor caracteristico e higroscépico. O doseamento dos principios ativos demonstrou a
presenca de 54,2% de polifendis. Néo h4 adi¢sio de excipientes.

31



Efeitos do Chd Verde sobre a Resposta Imunohematopoética

5.3. Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é um cocobacilo gram-positivo, anaerébio facultativo, mével por
flagelos peritriquios a temperatura ambiente, facilmente cultivivel em é4gar-sangue (Figura 4). Foi
mantida em nosso laboratério através de repasses semanais em meio BHI. Para a manutengdo da

viruléncia desta bactéria, a mesma foi periodicamente repassada em camundongos, através da

inoculagdo intraperitoneal em solugfo salina 0,85%.

Figura 4: Aspecto morfoldgico das colbnias de L. monocytogenes.

As doses da bactéria utilizadas nos experimentos foram previamente determinadas em nosso
laboratério em estudos anteriores e confirmadas em nossos estudos. Dessa forma, utilizamos como
dose subletal 1 x 10’ bactérias/animal para avaliagfio dos parimetros imunolégicos e hematopoéticos e
como dose letal 1 x 10° bactérias/animal para avaliagio da sobrevida, ambas inoculadas

intraperitonealmente.

5.4. Cultura clonal de precursores hematopoéticos da medula 6ssea e bago de camundongos

(CFU-C)

5.4.1. Remogiio da medula dssea dos animais

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. A assepsia foi realizada com 4lcool a
70% e apos incisdio, expde-se o fémur do animal. Cortou-se a cartilagem sobre o orificio da
extremidade distal e o 0sso na jungdo superior.

Transferiu-se a medula 6ssea, com auxilio de uma agulha contendo 1mL de meio RPMI-1640
(Cultilab) e seringa, para um tubo estéril contendo 4 mL. de meio RPMI-1640 (Cultilab).
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Confou-se o namero de células da suspensdo obtida com o auxilio de uma chmara
hematocitométrica ap6s dilui¢sio (1:10) das células em solugéio de azul de tripan 0,4%. Ajustou-se a
concentracdo da suspenséo celular para 1x10° células/mL.

5.4.2. Remogiio do Bago dos animais

Realizou-se uma pequena incisfio na regifio lateral esquerda da cavidade peritoneal e removeu-se
o bago com auxilio de uma pinga, sendo em seguida lavado com meio RPMI-1640 (Cultilab).
Posteriormente, transferiu-se o érgéo para um tubo contendo 9 mL de meio RPMI-1640 (Cultilab). Em
seguida, macerou-se o bago dos animais, contou-se o numero das células em suspenséo e ajustou-se a -

concentragio para 2x10° células /mL.

5.4.3. Preparo das placas de cultura da medula éssea e bago em meio semi-sélido
Preparou-se 0 meio mais agar (Bacto-agar, Difco), o qual consiste em:
2 30% de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma) 2x concentrado;
% 20% de soro bovine fetal (SBF);
% 50% de agar (concentracéo final 0,3%).

Em seguida, adicionou-se a0 meio desctito acima, o volume apropriado de células (1x10°
células/mL. para medula e 2x1 0° células/mL para o bago) e distribuin-se volumes de 2 mI. em cada
placa de petri (35 mm), ja contendo 100 pL do estimulo apropriado (SCM). Incubou-se por sete dias a
37°C em presenca de 5% de CO,. Apos este periodo, contou-se o numero de coldnias em microscopio
de dissec¢dio, usando-se aumento de 40 vezes. Para o estudo morfolégico, as col6nias foram fixadas
com glutaraldeido 2,5% (v/v) e coradas com Luxol Fast Blue/Leishman.

5.5, Preparo do meio condicionado de células esplénicas (SCM)

Bagos de camundongos BALB/c foram removidos em condigSes assépticas e passados em
peneira de aco inoxidavel estéril. Preparou-se uma suspensdo contendo 2x10° células/mL em meio
RPMI-1640 (Sigma Chemical Co, USA) contendo 10% de soro fetal bovino inativado (30 minutos a
56°C). Adicionou-se¢ ao meio 5x10° M de 2-mercaptoetanol (concentragdo final) e 1,65 pg/mL de
“pokeweed mitogen”. Incubou-se por seie dias a 37°C em estufa imida contendo 5% de CO; no ar.
Centrifugou-se o sobrenadante e filtrou-se em membrana de 0,45 pm (Millipore ™).

33



Efeitos do Chd Verde sobre a Resposta Imunohematopoética

A atividade funcional do SCM foi determinada pelo estimulo produzido sobre o crescimento
clonal de células progenitoras hematopoéticas normais em meio semi-sélido.

5.6. Obtencio do soro dos animais para detecciio de atividade estimuladora de colonias
hematopoéticas (CSA)

O sangue dos animais dos grupos experimentais foi obtido por pungdo cardiaca, sendo separado
em “pools”, centrifugado para obtengfio do soro ¢ armazenado a -20°C. A presenca de fatores
estimuladores de colonias no soro dos animais foi determinada pela sua capacidade promotora do
crescimento ¢ diferenciagdo de precursores hematopoéticos da medula dssea de animais normais.

A atividade estimuladora de colOnias foi expressa em unidades por mL e determinada a pastir
da curva de titulagdo do meio condicionado de células esplénicas. De acordo com VAN DEN ENGH e
BOL (1975), a menor concentracéo capaz de estimular o crescimento de clones é considerada como 1
unidade de CSF.

5.7. Avaliacdio das células “Natural Killer” (NK)

5.7.1. Manutencio ¢ preparo das células alvos

Para o ensaio de atividade das células Natural Killer (NK), as células alvo utilizadas pertencem a
linhagem tumoral YAC-1, linfoma de célula T originario A/SN induzido pelo virus Maloney. Esta
linhagem celular cresce em suspensio € foi mantida em cultura continua i vifre em meio RPMI-1640
completo suplementado com 10% de sore bovino fetal (SBF), em estufa tmida a 37°C ¢ 5% de CO».

Em relagfio ao ensaio de citotoxicidade, 5 x 10° células alvo foram lavadas duas vezes com meio
RPMI-1640 completo suplementado com 10% SBF e ressuspendidas em 0,2 mL de SBF. Em seguida,
as mesmas foram marcadas com 100 uCi de Nay* CrO4 por um periodo de 90 minutos a 37°C sob
agitagdo periddica. Novamente, lavou-se e ressuspendeu-se as células em meio RPMI-1640 completo
suplementado com 10% de SBF ¢ ajustou-se a concentragio de 1 x 10° células por mL.

5.7.2. Células efetoras esplénicas

Quarenta e oito (48h), setenta e duas (72h) e noventa e seis horas (96h) apés a inoculagéo de
dose subletal de L. mornocytogenes, bagos de camundongos foram coletados assepticamente ¢
homogeneizados utilizando-se meic RPMI-1640. As cclulas mononucleares foram separadas em
gradiente Ficoll-hypaque (d=1,089), lavadas e ressuspendidas em 10mL de meio RPMI-1640 completo
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suplementado com 10% de SBF e incubadas em placa de petri de plastico (100x20mm) por 2h em
estufa amida a 37°C € 5% de CO3. Apés este periodo, as células nfio aderentes (sobrenadante) foram
cuidadosamente aspiradas da placa, lavadas e ressuspendidas em 10 mE de meio RPMI-1640 completo
suplementado com 10% de SBF, ajustando-se posteriormente a concentragéo para 5 x 108 células/ml.
A atividade citotdxica das células NK foi avaliada contra as células alvo YAC-1 em ensaio de
liberagio de Cr>'.

5.7.3. Ensaio de liberagiio de °'Cr

Em microplacas de cultura (Corning — 96 wells) foram adicionados 100 pL da suspensdo de
células efetoras, efetuando-se diluices seriadas em triplicatas, com reserva de trés orificios para a lise
espontinea (100 pL de SBF ou meio de cultura) e trés orificios para lise mdxima (100 uL de Extran).
Na sequéncia, a placa foi incubada por 4h em estufa timida a 37°C e 5% de CO,. Apés este periodo 2
placa foi centrifugada por 10 minutos a 1500 rpm ¢ 100 puL do sobrenadante foram transferidos para
tubos plasticos. A leitura foi realizada em contador gama e os resuitados expressos em porcentagem de

lise especifica.
l[ Porcentagem de lise especifica = lise teste — lise espontdnea / lise maxima — lise espontdnea x 100 ||

5.8. Capacidade Proliferativa de Linfécitos

A capacidade proliferativa de linfécitos avalia as propriedades funcionais dos linfocitos de
acordo com a sua resposta in vifro a mitégenos, como a Concanavalina A (Con A) (Sigma Chemical
Co, USA) através do método de redugdo do tetrazolium.
Obtencio das células mononucleares do baco: Os bagos dos animais foram coletados assepticamente
e colocados em tubos do tipo Falcon (15 mL) contendo meio RPMI 1640 (Cultilab). As células foram
liberadas cuidadosamente com auxilio de um macerador, ¢ as hemacias foram lisadas adicionando-se
tampéo de lise (NH4Cl 0,85% - Tris 15mM, pH 7,2) ao botéio celular previamente concentrado. Apos 3
lavagens com meio RPMI, as células foram ajustadas a uma concentragiio de 1x10° células/ml em
meio RPMI-1640 (Sigma Chemical Co, USA) suplementado com 5% de soro bovino fetal, penicilina
(100 ng), Hepes 25 mM, 2-mercaptoetanol (1:100) e glutamina (216 mg/mL).
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Transformacio blastica de linfocitos: Nos orificios da placa de microcultura de 96 orificios foram
adicionados 200 uL. da suspensfio celular enriquecida com 5% de SBF ¢ 10 pL de solugdo de Con A
(concentragéo finat de 2,5ug/ml). Concomitantemente, foram incubadas células de cada amostra sem
a presenca de Con A. O ensaio foi realizado em triplicata para cada animal. As placas foram mantidas
72 horas em estufa tmida a 37°C e 5% de CO;. Apds este periodo, a solugdo de MTT (Kit —
Boehringer Mannheim) foi adicionada e a placa de cultura incubada por mais 4 horas. Logo apés,
adicionou-se DMSO para a solubilizag3o dos cristais de formazam precipitados e efetuou-se a leitura
em ELISA a 570 nm.

5.9. Cultura liquida de longa duragfio (LTBMC):

O objetivo deste experimento foi avaliar os efeitos do GTE sobre o estroma medular e sobre a
diferenciagfio de progenitores para gramul6citos e macréfagos gerados em sistema de cultura liquida de
longa duragéio (LTBMC). Para isto, camundongos BALB/c foram tratados com as doses de 50, 100 ¢
250 mg/Kg por sete dias consecutivos, anteriores & inoculacfio da bactéria e sacrificados 48h apés a
infecgdio. As células hematopoéticas ¢ estromais (aproximadamente 107 células/mL) foram removidas e
transferidas com o auxilio de agulha e seringa para um tubo contendo 10 mL de RPMI-1640 (Sigma)
compieto, o qual continha: 20% de soro eqiiino (Sigma) e 1% de uma solugéio de hidrocortisona (10
M) (concentragiio final de células 10° células/mL). Esta suspensio de células foi transferida para
garrafas de cultura (9 garrafas de 10 mL/grupo) por 3 semanas a 37 °C na presenca de 5% de CO,.
Uma vez por semana estas células foram alimentadas através da remog#o de 50% do meio saturado ¢
adi¢fio do mesmo volume de meio RPMI completo. Como grupo controle tivemos culturas com
animais normais sem tratamento, animais normais apenas tratados ¢ animais apenas infectados com

dose subletal de L. monocytogenes.

Na quarta semana (tempo necessério para confluéncia das células do estroma), ao fazer a
troca do meio, as culturas foram repovoadas com células de medula 6ssea de animais que passaram
pelo mesmo tratamento da carga inicial (aproximadamente 10’ células por ml). Este repovoamento
celular € necessirio para que as c€lulas hematopoéticas mais imaturas possam agora se alojar na capa

de células aderentes e iniciar a hematopoese in vitro.

A partir da quinta semana foram iniciados os ensaios de CFU-C ¢ a contagem da
celularidade do sobrenadante destas culturas. A cada sete dias, foram coletados 5mL do meio de
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cultura. Este volume foi centrifugado (10 minutos/1500 rpm), e 0 “pellet” ressuspenso em ZmL de
meio RPMI. Apés a contagem do mimero de células vidveis em cdmara hemocitométrica, estas foram
entio submetidas ac mesmo protocolo de cultura clonal de precursores hematopoéticos descrito
anteriormente (CFU-C).

Adicionalmente, no final do experimento (9° semana) as c€lulas aderentes das culturas
foram tratadas com tripsina 0,25% e analisadas em camara hematocitométrica.

5.10. Dosagem de citocinas

As concentragdes de IFN-y e IL-10 foram dosadas no sobrenadante de culturas de células
esplénicas através do método imunoenzimético (ELISA) utilizando-se anticorpos monocionais
especificos para cada citocina.

Bagos de camundongos foram coletados assepticamente e homogeneizados em meio RPMI-1640
(Cultilab), 24, 48 e 72h apés a inoculagdo da bactéria. Células mononucleares foram obtidas
adicionando-se tampéo de lise ao botdo celular previamente concentrado. Apés lavagem, ajustou-s¢ a
concentragfic para 1 x 10° células/mL em meio RPMI suplementado com 5% de soro bovino fetal
(SBF).

Em placa de cultura de 24 pogos (Corning) foi adicionado 800 pL. de meio RPMI enriquecido
com 5% de SBF, 200 pL de suspenséio celular ¢ 50uL de solugdo de Con A (15pug/mL) em cada pocgo.
Simuitaneamente, incubou-se células de cada amostra sem Con A. As placas foram incubadas em
estufa imida, a 37°C e 5% de CO». Apos 24 h, foi coletado o sobrenadante do orificto correspondente a
amostra sem Con A (controle). Apés 48 h de incubagfio, foram coletados os sobrenadantes para a
dosagem das citocinas (IFN-y e IL10).

Nos orificios de uma placa de microcultura para ELISA (“maxi sorp” 96 wells) foram
adicionados 100 pl. do anticorpo monoclonal de captura anti-citocina (0,5-4 yug/mL). A placa
protegida adequadamente foi incubada por 12 horas a 4°C. Apos este perfodo os orificios foram
lavados duas vezes com solugiio PBS/ Tween (0,5 mL de Tween-20 em 1L de PBS). Na seqiiéncia,
200uL de PBS contendo 10% de SBF foram adicionados para cada orificio e a placa foi mantida a

temperatura ambiente por 2h. Lavou-se novamente duas vezes com solugfio PBS/Tween.
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As amostras (sobrenadantes provenientes da cultura) e os padrdes (anticorpos monocionais
recombinantes dituidos em PBS suplementado com 10% de SBF) foram adicionados a um volume de
100 pL por orificio e a placa foi incubada por 12 horas, a temperatura ambiente. Apos este periodo,
lavou-se a placa de cultura quatro vezes utilizando-se solugio PBS/Tween.

O anticorpo monoclonal de detecgo anti-citocinas (biotinilado) foi diluido em PBS enriquecido
com 10% de SBF (0,5-4 ug/mL) e 100 pL foram adicionados por orificio. Incubou-se a temperatura

ambiente por 45 minutos e em seguida lavou-se seis vezes com solugéo PBS/Tween.

Adicionou-se 100pL de uma solugéio de avidina-peroxidase diluida em PBS contendo 10% de
SBF (1:400 de uma solugdo ! mg/ml, Sigma). Incubou-se por mais 30 minutos a temperatura

ambiente ¢ lavou-se oito vezes com solucéio PBS/Tween.

Nesta etapa o substrato foi preparado adicionando-se 10 pL de HO, 30% e um comptimido de
OPD (diidrocloreto de o-fenilenodiamina) a 10mL de tampéo citrato, pH 5,6. Adicionou-se 100 pL do
substrato por orificio e deixou-se desenvolver a cor por um periode de 10-80 minutos, a temperatura
ambiente. A reagiio pdde ser interrompida adicionando-se 20 pL de H>SO4 4 N em cada orificio. A
Jeitura foi realizada em leitor de ELISA (A~ 492nm).

5.11. Realizacdo da curva de sobrevida

Com a finalidade de avaliar os efeitos da administragio do extrato de GTE na resisténcia dos
animais infectados com dose letal de Listeria monocytogenes, os animais foram divididos nos
seguintes grupos experimentais (n=20), a saber:

a) animais conirole infectados com L. monocytogenes, sem tratamento;

b) animais infectados com L. monocytogenes, tratados com GTE 50 mg/Kg;

¢) animais infectados com L. monocytogenes, tratados com GTE 100 mg/Kg;

d) animais infectados com L. monocyfogenes, tratados com GTE 250 mg/Kg;

e) animais infectados com L. monocytogenes, tratados com GTE 500 mg/Kg;

f) animais infectados com L. monocytogenes, tratados com GTE 1000 mg/Kg.

Os animais foram infectados intraperitonealmente com uma dose letal (1x10° bactérias/animal)
de Listeria monocytogenes e observados por 30 dias. A administragio do GTE foi realizada por
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gavagem nas doses de 50, 100, 250, 500 e 1000mg/Kg, utilizando-se dgua estéril como veiculo de
administracdo, por um periodo de sete dias consecutivos prévios 4 administragéo da bactéria. Os

animais controle receberam somente dgua estéril durante os dias de tratamento.

6. ANALISE ESTATISTICA

A Anilise de Varifincia foi utilizada para avaliar as seguintes varidveis:

a) CFU-C do fémur e bago;
b) Fatores estimuladores de colonias;

¢) Peso do baco;
d) Atividade de células “NK”.

O Teste de Tukey foi utilizado caso a andlise de varidncia detecte diferencas significativas

entre 0S grupos.
A curva de sobrevida foi representada pelo método descrito por KAPLAN-MAIER, (1958)

(COLLET, 1994). A comparacéo entre os grupos foi realizada pelo teste de Log-rank (procedimentos

ndo paramétricos).
Com relagiio de dosagem de citocinas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis ndo paramétrico-

ANOVA para andlise dos resultados.
Os gréficos apresentam as médias e desvio-padrOes dos diferentes grupos. Cansideramos

estatisticamente significativos os valores de P que foram < 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1. Produgdo e titulagiio do meio condicionado de células esplénicas (SCM)

A Figura 5 ilustra a titulagio do meio condicionado de células espléncias (SCM), produzido
segundo técnica descrita no item 4.5. Podemos observar que a resposta supramaxima, ou seja, aquela
que permite que todas as células muitipotenciais presentes na cultura sejam induzidas & proliferar, foi
obtida com diluigdes de até 1:4 do concentrado de SCM. Dessa forma, escolhemos a diluicgo de 1:4
para a utilizagéio desse lote de SCM.

x10%

120

1:4 1:1

100 -
80 -
60 -
40 -

20 -

Numero de colénias/Fémur

Figura 5: Titulagdo do meio condicionado de células esplénicas.
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Tabela 1: Titulagdo do meio condicionado de células esplénicas (SCM) em presenga de células de
medula 6ssea de camundongos BALB/c.

Diluicio SCM CFU-Cx 107
1:1 108,2+42
1:2 10135
1:4 103,6 £ 5,1
1:8 74,6 +42
1:16 54,6 + 4,0
1:32 332+3,0
1:64 762+12
1:128 0

* Numero total de colonias por fémur
Resultados obtidos em duplicata por diluigio (Média + SD)
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7.2. Avaliagio da sobrevida de animais infectados com dose letal de L. monocytogenes ¢

tratados com diferentes doses de GTE

A figura 6 apresenta a atividade protetora das doses de 50, 100, 250, 500 e 1000mg/Kg de GTE em
animais infectados com dose letal de L. monocytogenes. Podemos observar que todos os animais
infectados morreram até o quarto dia de infecglio. O tratamento prévio com as doses de 100 e 250
mg/Kg de GTE aumentou 2 resistincia dos animais & Listeria monocytogenes em 33% e 50%,
respectivamente (P<0,05). Uma interessante relacdo dose-resposta foi observada com as doses de 500 e
1000 mg/Kg de GTE. Essas doses promoveram uma reducgo significativa na atividade antibacteriana
do GTE quando comparadas com as doses de 100 e 250 mg/Kg. Esta redugio ocorreu devido aos
efeitos tbxicos evidenciados pela agitagio motora e agressividade nos animais, tipicos de drogas
estimulantes como a cafeina cuja presenga foi evidenciada no extrato de GTE utilizado. Por outro lado,
com a dose de 50 mg/Kg nio observamos nenhum efeito protetor do GTE. Dessa forma, escolhemos as
doses de 50, 100 e 250mg/Kg para a realizagio do estudo dos pardmetros imunoldgicos ¢
hematopo€ticos propostos.

\1
\l
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Figura 6: Avaliagdo dos efeitos do tratamento com 50, 100, 250, 500 e 1000 mg/Kg de GTE,
administrado por sete dias consecutivos, anteriores 4 inoculagso de 1 x 10° bac/animal na sobrevida de
camundongos infectados com dose letal de L. monocytogenes. Curva de Kaplan-Maier, Log Rank, P <

0,05 em relagdo ao grupo infectado (n=20/por grupo).
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7.3. Avaliagiio dos efeitos de diferentes doses de GTE sobre o crescimento ¢ a diferenciagdo dos
precursores hematopoéticos (CFU-GM) da medula dssea de animais normais ¢ infectados com

Listeria monocytogenes

A Figura 7 ilustra os efeitos do tratamento com as doses de 50, 100 ¢ 250mg/Kg de GTE sobre o
mimero de CFU-GM da medula 6ssea de animais normais e infectados com L. monocytogenes. Em
animais normais, o tratamento com as trés doses estudadas (50, 100 e 250mg/Kg) ndo provocou
alterac@io significativa no nimero de CFU-GM na medula 6ssea.

De acordo com observagdes anteriores feitas em nosso laboratério (QUEIROZ et al. 2003;
MIRANDOLA, JUSTO e QUEIROZ, 2002; VALADARES e QUEIROZ, 2002; QUEIROZ, JUSTO,
VALADARES e PEREIRA-DA-SILVA, 2001; JUSTO, SILVA e QUEIROZ, 2003), verificamos que
nos animais infectados ocorre uma profunda mielossupressdo nas primeiras 48 ¢ 72h apos a
administracio da bactéria (em relagdio ao grupo controle, n=6, p<0,05 - ANOVA, Tukey). O
tratamento prévio desses animais com as doses de 100 e 250mg/Kg de GTE manteve o nimero de
CFU-GM na medula 6ssea nos patamares do grupo controle (n=6, p<0,05 - ANOVA, Tukey). Por
outro lado, a dose de S0mg/Kg, embora tenha produzido recuperagdo do mimero de CFU-GM em
relagio ao grupo infectado, este aumento ndo atingiu os niveis apresentados pelos animais controle
(n=6, p<0,05 - ANOVA, Tukey).
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Figura 7: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50, 100 e 250 mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores a inoculagdo de 1 x 10° bactérias/animal, sobre o crescimento e diferenciagfo
de precursores hematopoéticos da medula dssea de camundongos BALB/c. A bactéria foi inoculada 3
horas ap6s o término do tratamento e a avaliagdo hematopoética foi realizada 24, 48 e 72 horas apds
infecg@o. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey (Média +SD).
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3 | § significetivo em relagéo ao 148h |
x1 0 i * significativo em relagéo ao I72h ‘

12
N

A

15

T

Numero de CFU-GM / Femur

Bl pveoressmimansop sosrsssesaton

3 \24 48 ’72-‘;'; :'\-'za"-as. 72

GTE100 +1 GTE250 +1

GTE I  GTES0+I

C: controle

GTE: tratados com GTE (50, 100 e 250mg/Kg) durante 07 dias
I: infectados

GTESO0 + I: tratados com GTE (50mg/Kg) e infectados
GTE100 + I: tratados com GTE (100mg/Kg) e infectados
GTE250 + I: tratados com GTE (250mg/Kg) e infectados
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7.4 Avaliagdo dos efeitos de diferentes doses de GTE (50,100 ¢ 250mg/Kg) sobre o crescimento ¢ a
diferenciacio dos precursores hematopoéticos (CFU-GM) do baco de animais normais ¢
infectados com Listeria monocytogenes

A Figura 8 ilustra os efeitos das doses de 50,100 ¢ 250mg/Kg de GTE sobre o crescimento e a
diferenciagfio dos precursores hematopoéticos (CFU-GM) do bago de animais normais e infectados
com Listeria monocytogenes. Podemos observar que o tratamento de animais normais com as trés
doses nfo alterou o mimero de CFUU-GM do bago dos animais.

Além da mielossupressdo, nos animais infectados observamos um aumento acentuado na
hematopoese esplénica as 48 ¢ 72h apés infeccfio. O tratamento com as trés doses de GTE evitou o
aumento dramatico da hematopoese extramedular observado nos animais apenas infectados (n=6,
p<0,05 - ANOVA, Tukey).
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Figura 8: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50, 100 e 250 mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores & inoculagio de 1 x 107 bactérias/animal, sobre o crescimento e diferenciagdo
de precursores hematopoéticos do bago de camundongos BALB/c. A bactéria foi inoculada 3 horas
apés o término do tratamento e a avaliagdo hematopoética foi realizada 24, 48 e 72 horas apods
infecgo. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey (Média +SD).

C: controle

GTE: tratados com GTE (50, 100 e 250mg/Kg) durante 07 dias
I: infectados

GTES0 + I: tratados com GTE (50mg/Kg) e infectados
GTE100 + I: tratados com GTE (100mg/Kg) e infectados
GTE250 + I: tratados com GTE (250mg/Kg) e infectados
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7.5. Avaliaciio dos efeitos de diferentes doses de GTE sobre o peso do baco em animais normais e

infectados com Listeria monocytogenes

A Figura 9 apresenta os efeitos do tratamento com as doses de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE sobre
o peso do bago de animais normais e infectados com L. monocytogenes. A presenga da infec¢do gerou
um aumento significativo no peso do bago, em relagéio ao grupo controle, nos trés periodos estudados
(24, 48 ¢ 72h) (n=6, p<0,05 - ANOVA, Tukey). O tratamento prévio com as trés doses do extrato (50,
100 ¢ 250mg/Kg) impediu a esplenomegalia induzida pela bactéria (n=6, p<0,05 - ANOVA, Tukey),
atingindo valores similares ao grupo controle, exceto para a dose de 50mg/Kg, 72h pés-infecgdo.
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Figura 9: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50, 100 e 250 mg/Kg de GTE por 7 dias

consecutivos anteriores 2 inoculagio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre o peso do bago de

camundongos BALB/c. A bactéria foi inoculada 3 horas apés o término do tratamento e o peso do bago
foi mensurado 24, 48 e 72 horas ap0s infecgdo. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey (Média £SD).

* significativo em relagéo ao CTRL, GTE, GTE50+|24h, GTES0+148h, GTE100+], GTE250+1
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C: controle

GTE: tratados com GTE (50, 100 e 250mg/Kg) durante 07 dias
I: infectados

GTESO0 + I: tratados com GTE (50mg/Kg) e infectados
GTE100 + I: tratados com GTE (100mg/Kg) e infectados
GTE250 + I: tratados com GTE (250mg/Kg) e infectados
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7.6. Avaliagio dos efeitos de diferentes doses de GTE sobre a atividade estimuladora de colonias

hematopoéticas do soro (CSA) de animais normais ¢ infectados com Listeria monocytogenes

Os efeitos do tratamento com as doses de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE sobre a capacidade
estimuladora de coldnias hematopoéticés do soro (CSA) de animais normais e infectados com L.
monocytogenes estio apresentados na Figura 10.

Podemos observar que o tratamento de animais normais com 250mg/Kg de GTE produz um
aumento da CSA em relagdo ao grupo controle (n=6, p<0,05 - ANOVA, Tukey).

A presenca da infeccio induz um aumento significativo da CSA de animais infectados 48 ¢ 72h
ap6s infecgdo comparando ao grupo controle (n=6, p<0,05 - ANOVA, Tukey).

O tratamento prévio de animais infectados com as doses de 100 e 250mg/Kg do extrato, aumenton
significativamente a CSA nas primeiras 24h e 48h ap6s infecglo, em relagiio ao grupo infectado (n=6,
p<0,05 - ANOVA, Tukey). No entanto, o tratamento com a dose de 50mg/Kg nio produziu nenhum
efeito nos momentos iniciais da infecgfio, produzindo apenas aumento significativo 72h apds infecgo
(0=6, p<0,05 - ANOVA, Tukey).

i\
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Figura 10: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50, 100 e 250 mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores a inocﬁlagéo de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a produgio de fatores
estimuladores de colonias hematopoéticas (CSF) no soro de camundongos BALB/c. A bactéria foi
inoculada 3 horas apés o término do tratamento e o soro foi obtido 24, 48 e 72 horas apds infecg@o.

n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey (Média +SD).

@ significativo em relacéio ao CTRL
*significativo em relacdo ao CTRL, GTE el 24h
§ significativo em relagéio ac CTRL, GTE e 172h

& significativo em relagéo ao CTRL, GTE e |

&
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C (50100250 (24 48 72) (2448 72) (2448 72, |24 48 72
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GTE I GIES+I GIEI00+T GTE2S0+4T
C: controle
GTE: tratados com GTE (50, 100 e 250mg/Kg) durante 07 dias
I: infectados
GTES50 + I: tratados com GTE (50mg/Kg) e infectados
GTE100 + I: tratados com GTE (100mg/Kg) e infectados
GTE250 + I: tratados com GTE (250mg/Kg) e infectados
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7.7. Efeitos do tratamento com GTE sobre a atividade de células “Natural Killer” (NK)

Os efeitos do tratamento com as doses de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE sobre a atividade litica
de células NK de animais normais ¢ infectados com L. monocytogenes estio apresentados na Tabela 02
e Figura 11.

Podemos observar que nos animais normais a atividade litica das células NK foi de
aproximadamente 22% (Figura 11). No entanto, os animais tratados com as doses de 100 e 250mg/Kg
do extrato apresentaram um aumento de 13,8 e 11,7% na atividade das células NK, em relagfio ao
grupo controle (n=6, p< 0,05 ~ ANOVA- Tukey). Foi verificado que nfio existem diferencas
significativas entre as doses. E importante ressaltar que a dose de 50mg/Kg ndio produziu nenhum
efeito na atividade litica de células de animais normais.

A presenca da infecgdo promove um aumento significativo em relagio ao grupo controle de
24,5% e 15,5% na atividade das c€lulas NK, nos tempos de 48h e 72h apds infeccéio, respectivamente
(n=6, p< 0,05 — ANOVA- Tukey). Por outro lado, nas 96h de infec¢fio nfio encontramos diferengas
significativas em relagéio ao grupo controle.

Quando animais infectados foram pré-tratados com as doses de 100 e 250mg/Kg, observamos
que ocorre um aumento significativo na atividade das células NK em relago ao grupo controle normal
¢ infectado nos trés periodos analisados (n=6, p< 0,05 — ANOVA- Tukey) (Tabela 02). Embora o pré-
tratamento de animais infectados com a dose de 50mg/Kg tenha produzido aumento significativo da
atividade litica de células NK em relagdo ao grupo controle, este aumento nfo foi significativo em
relag8o ao grupo infectado. No entanto, nas 72k apds infecgfio foi observado um efeito tardio que foi
significativo em relacio ao grupo infectado (n=6, p< 0,05 — ANOVA- Tukey) (Tabela 02).
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Tabela 2: Porcentagem de lise especifica de células YAC-1 por células NK de camundongos tratados

corn GTE e infectados. Os animais foram tratados por sete dias consecutivos anteriores a inoculagio da
bactéria com diferentes doses de GTE (50, 100 ¢ 250mg/Kg) e 0 ensaio foi realizado 48, 72 ¢ 96h apés
a infeccdo.

50+1 30.5% 9.4% 6% 9.6% 3,9%
100 +1 42.2% 28.4% 13.5% 17.7% 12:5% 10%
250 +1 44.6% 34.4% 19.7% 20,1% 18.9% 14.2%
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Figura 11: Efeitos do tratamento com doses di4rias de 50, 100 e 250 mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores a inoculagdo de 1 x 10? bactérias/animal, sobre a atividade litica de células NK
em camundongos BALB/c. A bactéria foi inoculada 3 horas apés o término do tratamento € o ensaio de

citotoxicidade foi realizado 48 horas ap6s infecgdo. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey (Média £SD).

C: controle

GTE: tratados com GTE (50, 100 e 250mg/Kg) durante 07 dias
I: infectados

GTESO0 + I: tratados com GTE (50mg/Kg) e infectados

GTE100 + I: tratados com GTE (100mg/Kg) e infectados
GTE250 + I: tratados com GTE (250mg/Kg) e infectados
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7.8. Avaliaciio dos efeitos de diferentes doses de GTE (50,100 ¢ 250mg/Kg) sobre proliferaciio de

linfécitos de animais normais e infectados com Listeria monocytogenes

A Figura 12 apresenta os efeitos do tratamento com as doses de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE
sobre a proliferagdo de linfécitos de animais normais e infectados com Listeria monocytogenes.

Podemos observar que nas primeiras 24h apés a inoculagiio da bactéria nfio ocorre alteragdo
significativa na proliferacéio de linfocitos. No pico da infecgfio que ocorre nas 48h apds a inoculagéo da
bactéria, observamos uma diminuigéo significativa da proliferagdo dos linfocitos em relagio ao grupo
controle (n=6, p<0,05, ANOVA — Tukey). Nas 72h apds a infec¢fio ocorre uma recuperagio da
proliferacdo linfocitdria aos patamares do grupo controle. Os animais normais tratados com a dose de
250mg/Kg de GTE apresentaram um aumenio da proliferagdo de linfécitos na cultura em relagéo ao
grupo controle (n=6, p<0,05, ANOVA — Tukey). No entanto, o tratamento de animais normais com as
doses de 50 e 100mg/Kg ndo produziu o mesmo efeito. O pré-tratamento de animais infectados com a
dose de 250mg/Kg aumenta precocemente a proliferacfio de linfécitos nas primeiras 24h de infecgio
em relagiio ao grupo controle (n=6, p<0,05, ANOVA — Tukey). Adicionalmente, verificamos que no
apice da infecgdo (48h) as doses de 100 e 250mg/Kg mantém a proliferagdo linfocitaria nos niveis dos
animais controle, impedido a supressdo dessas c€lulas observada neste periodo em animais apenas
infectados (n=6, p<0,05, ANOVA — Tukey). Esta estimulacio da proliferagiio dos linfécitos com as
doses de 100 ¢ 250mg/Kg de GTE em animais infectados também foi observada 72h apés infeccdo
(n=6, p<0,05, ANOVA — Tukey). Embora tenha sido observado uma leve interferéncia da dose de
50mg/Kg sobre a proliferagio de linfocitos de animais infectados com Listeria monocytogenes nas 48h
de infecgéio, esse aumento néo foi estatisticamente significativo.
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Figura 12: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores & inoculagdo de 1 x 10° bactérias/ animal, sobre a proliferagdo de linfécitos de
camundongos BALB/c. A bactéria foi inoculada 3 horas apés o término do tratamento e o ensaio de

proliferagdo foi realizado 24 horas de incubagéo. N=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

@ significativo em relacéio a0 CTRL
; & significativo em relacdio 148h

=significativo em relagéo a0 CTRL e |
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C: controle

GTE: tratados com GTE (50, 100 e 250mg/Kg) durante 07 dias
I: infectados

GTES50 + I: tratados com GTE (50mg/Kg) e infectados
GTE100 + I: tratados com GTE (100mg/Kg) e infectados
GTE250 + I: tratados com GTE (250mg/Kg) e infectados
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7.9. Efeitos do GTE sobre a produc@ie de IFN-y em culturas de células esplénicas

Os efeitos do GTE sobre a produgéo de citocina de padrdo Thl (IFN-y) estdo apresentados na
Figura 13. Podemos observar que o tratamento de animais normais com GTE nio alterou a produgfio

de IFN-y nas culturas analisadas. A presenca da infeccfio induz wm aumento significativo em relagéo
ao grupo controle da produciio de IFN-y nas culturas as 48h apds inoculagdo. Por outro lado, nés
observamos um aumento progressivo da liberagéio de IFN-y em relacfio ao grupo infectado cujo pico
ocorre nas 72h apés infecgéio para os animais que foram pré-tratados com 100 e 250mg/Kg de GTE e

infectados com a Listeria monocytogenes.
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Figura 13: Efeitos do tratamento com doses diarias de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores a inoculagdo de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a produgdo de IFN-y em
sobrenadante de culturas esplénicas (ConA 24h) de camundongos BALB/c. A bactéria foi inoculada 3
horas apés o término do tratamento e o ensaio foi realizado 24, 48 e 72 horas ap6s infecgdo. n=5.

P<0,05, Kruskal-Wallis ndo paramétrico ANOVA.

C: controle

GTE: tratados com GTE (50, 100 e 250mg/Kg) durante 07 dias
I: infectados

GTES50 + I: tratados com GTE (50mg/Kg) e infectados
GTE100 + I: tratados com GTE (100mg/Kg) e infectados
GTE250 + I: tratados com GTE (250mg/Kg) e infectados
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=10, Efeitos do GTE sobre a producio de IL-10 em culturas de células esplénicas

A Figura 14 ilustra os efeitos do GTE sobre a produgdo de citocina de padrio Th2 (IL-10).
Podemos observar que o tratamento de animais normais com GTE no alterou a produgéo de TL-10 nas
culturas analisadas. Confirmando resultados anteriores descritos pelo nosso grupo, foi verificado que 2
presenca da infecgdo néo induziu alteracdio significativa na produgdo de IL-10 nas culturas. Por outro
lado, observamos que 0S animais pré-tratados com 250mg/Kg de GTE e infectados com 2 Listeria
monocytogenes apresentaram uma diminuigiio progressiva da liberagéo de IL-10 em relagéio ao apenas
infectado as 48 e 72h apos infeccao.
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Figura 14: Efeitos do tratamento com doses diarias de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores & inoculagéo de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a produgdo de IL-10 em

sobrenadante de culturas esplénicas (ConA 24h) de camundongos BALB/c. A bactéria foi inoculada 3

horas apds o término do tratamento € 0 ensaio foi realizado 24, 48 e 72 horas apés infecgdo. (n=5.
P<0,05, Kruskal-Wallis néo paramétrico ANOVA).

C: controle

GTE: tratados com GTE (50, 100 e 250mg/Kg) durante 07 dias
I: infectados

GTES0 + I: tratados com GTE (50mg/Kg) e infectados
GTE100 + I: tratados com GTE (100mg/Kg) e infectados
GTE250 + I: tratados com GTE (250mg/Kg) e infectados
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7.11. Avaliacio dos efeitos de diferentes doses de GTE (50,100 e 250mg/Kg) sobre cultura de
longa duragio de células de medula éssea (LTBMC) de animais normais ¢ infectados com

Listeria monocytogenes

A Figura 15 (a, b, ¢ ,d, €} e as Tabelas 3, 4 ¢ 5 apresentam os resuitados do tratamento com as
doses de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE sobre sobre cultura liquidade longa durag@o de células de
medula éssea (LTBMC) de animais normais € infectados com Listeria monocytogenes.

A Tabela 3 refere-se 4 contagem das células nfo aderentes do sobrenadante das culfuras
avaliadas semanalmente durante todo o experimento (9 semanas). Podemos observar que o ntmero de
células ndio aderentes em cultura de animais infectados diminui em relagio aos animais normais. Além
disso, o tratamento de animais normais com as doses de 50mg/Kg nfio produziu nenhum efeito neste
pardmetro. No entanto com as doses de 100 e 250mg/Kg foi verificado um aumento do ntimero de
células em suspensdo. Quando animais infectados foram pré-tratados com as doses de 100 ¢ 250mg/Kg
ocorre aumento da celularidade do sobrenadante da 5° a 9%semana de cultura quando comparamos com
os animais normais e apenas infectados.

A Figura 15(a, b, e d, e)ca Tabela 4 apresentam os efeitos do GTE sobre o niimero de CFU-
GM realizado com as células nfio aderentes da cuitura. A partir da 5° semana de cultura realizamos
ensaios clonogénicos para granul6citos e macrofagos (GM) até o final do experimento (9° semana).
Podemos observar que o tratamento de animais normais com as doses de 50 ¢ 100mg/K g nfio produziu
nenhum efeito no mimero de CFU-GM. Por outro lado, para a dose de 250mg/Kg observamos uma
estimulacio destes precursores em relagéio ao grupo controle (n=3, p<0,05, ANOVA — Tukey). A
presenga da infecedio promove uma diminuigsio dréstica do mimero de CFU-GM em relagfo a0 grupo
controle (n=3, p<0,05, ANOVA — Tukey). Entretanto, niio foi observado uma diminui¢do do ntmero
de CFU-GM para os animais que foram tratados profilaticamente com as doses de 100 e 250mg/Kg do
extrato (n=3, p<0,05, ANOVA - Tukey). Adicionaimente, um efeito dose dependente foi observado
devido ao aumento significativo do mimero de CFU-GM dos animais pré-tratados com a dose de
250mg/Kg em relagfio aos animais infectados pré-tratados com as doses de 50 e 100mg/Kg (n=3,
p<0,05, ANOVA — Tukey). Embora os animais tratados com a dose de 50mg/Kg nfo tenham
permanecido com valores de CFU-GM normais foi demonstrado que esta dosagem € capaz de interferir

neste pardmetro.
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Os efeitos do GTE sobre nimero de CFU-GM permaneceram proporcionalmente 0s mesmaos
entre 2 6° ¢ 9 semanas seguindo, no entanto, o decréscimo normal da coalescéncia da cultura.

A Tabela 5 apresenta os resultados do tratamento com diferentes doses de GTE sobre as
aderentes da cuttura (estroma medular). Podemos observar que nenhum dos grupos estudados
apresentaram  alteragSes significativas na celularidade das células aderentes em cultura.
Adicionalmente, a anadlise em cimara hematocitométrica demonstrou que o tratamento com as
diferentes doses de GTE nfio provoca alferagdes na viabilidade dessas células (dados nio

apresentados).
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Tabela 3: Efeitos de diferentes doses do GTE sobre as células nédo-aderentes em Cultura Liquida de
Longa Duragéio (LTBMC) de animais normais e infectados com Listeria monocytogenes. Os animais
foram tratados previamente durante sete dias anteriores & inoculagéo da bactéria ¢ o ensaio realizado
48h apés a infecglio. Os animais controle receberam apenas o veiculo da droga. A Contagem foi
realizada em duplicata durante todas as semanas do ensaio. Resultados apresentados em Media +SD.

Parémetro: x 1P células / mL.

1* Semana 45+2 404 405 50+3 5814* 3422 443 50+2
2 Semana 335 30£2 3843 3414 43+3% 24+1 38=1 40+2
32 Semana 15+3 11:3% 2842 1943 3542% 1842 24+2 241
4?2 Semana 942 7,552 1543 132 1843% 9.2 10+2 042

52 Semana 4414 45+3 46+4 49+3 45+4 4143 61=3# 6024
6* Semana 15£2 1142* 1512 30+4% 32+42% 163 3024 30+3#
7* Semana 113 62% 13£3 15x2% 27x1* 81 2134 18+£2#
8® Semana 91 342+ 942 16+3* 194:2% 6+1 1624 14+1#
9* Semana 842 3% 82 12+2% 14£2* 5+2 11£2% 1524

** sionificativo em relagdio a0 grupo controle; # significativo em relagfio ao grupo controle € infectado.

Tabela 4 Efeitos de diferentes doses do GTE sobre o niimero de precursores hematopoéticos (CFU-
GM) em Cultura Liquida de Longa Duragio (LTBMC) de animais normais e infectados com Listeria
monocytogenes. Os animais foram previamente tratados durante sete dias anteriores a inoculagdo da
bactéria e o ensaio realizado 48h apés a infecgfio. Os animais controle receberam apenas o veiculo da
droga. O ensaio de CFU-GM foi realizado a partir da 1* semana apés o repovoamenio (5° semana).
Resultados apresentados em Media +SD.

~ Semama  |30831,8] 180221 |254.6523]336,6+11|433,3£31] 246:46 | 305555 | 360540
S Semama | 904278 | 22512 | 110510 |163.3215] 192£8 | 9654 | 120230 | 120223,1

7* Semana 66+16,52] 1249,17 | 6520 | 9012 | 135+7 40=8 63+6 80+ 16,7
8 Semana 45+£15,39| 3+1 40+5  48,3£14,5(71,3%12,2]  25+7 564:11,53 707
9* Semana 3211 | 31,73 | 2712 364 | 72+6,25 | 18325 33+3,46 | 41,33£2,5
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Figura 15: Efeitos de diferentes doses do GTE sobre o nmimero de precursores hematopoéticos (CFU-
GM) em Cultura Liquida de Longa Duragéo (LTBMC) de animais normais e infectados com Listeria
monocytogenes. Os animais foram previamente tratados durante sete dias anteriores a inoculagdo da
bactéria e o ensaio realizado 48h apos a infecgdo. Os animais controle receberam apenas o veiculo da
droga. O ensaio de CFU-GM foi realizado a partir da 1* semana apés 0 repovoamento (5* semana)

(n=3, p<0,05, ANOVA — Tukey) * significativo em relagdo ao controle; # significativo em relagéio ao GTE 50 + 1 ¢ GTE 100
+I: 4 significativo em relagdio a0 GTE 50 + 1, GTE 100 + 1 e GTE250 + I; & significativo em relagfio ao GTE 250 + I; @ significativo

em relagio ao GTE 100 +1e GTE250 + 1.
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Tabela 5: Efeitos de diferentes doses do GTE sobre as células aderentes (estroma medular) em Cultura
Liquida de Longa Duracéio (LTBMC) de animais normais e infectados com Listeria monocytogenes.
Os animais foram tratados previamente durante 7 dias anteriores a inoculagéio da bactéria e o ensaio
realizado 48h apés a infecgfio. Os animais controle receberam apenas o veiculo da droga. Na dltima

semana do experimento utilizamos tripsina para contabilizarmos as células aderentes da cultura (5

garrafas/grupo).

Pardmetro: x 10° células / mL.

5 5 3 2 2 3 2 2

4 2 3 4 3 3 2 2

Garrafa 3 4 2 2 3 2 3 1 1

Garrafa 4 2 4 4 4 5 4 2 1

(arrafa 5 2 2 3 2 3 2 3 4

Media 3,4 3 3 3 3 3 2 2
Desvio padréio 1,342 | 1,414 | 0,707 1 1,225 0,707 0,707 1,225

i
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8. DISCUSSAO

Em nosso irabalho investigamos os efeitos do Cha Verde (GTE) sobre a resposta
imunohematopoética de camundongos infectados com Listeria monocytogenes.

A avaliagiio da eficacia terapéutica do GTE realizada através da curva de sobrevida (Figura 6)
demonstrou que o tratamento com diferentes doses do extrato aumentou de forma dose-dependente a
resisténcia dos animais 4 administraciio de uma dose letal de Listeria monocytogenes, resultando em 33
e 50% de sobrevida para as doses de 100 e 250mg/Kg, respectivamene. Embora a dose de 50mg/Kg
nfio tenha sido capaz de proteger os animais, observamos uma interferéncia discreta e tardia do
tratamento com esta dose na cinética da infecgfo que foi confirmada nos experimentos de avaliagdo
hematopoética.

Com o objetivo de verificar os mecanismos subjacentes & eficicia terapéutica do GTE,
investigamos os efeitos do tratamento sobre o ndmero de CFU-GM na medula 6ssea de animais
normais e infectados com L. monocytogenes (Figura 7). Nestes experimentos, observamos que o
tratamento de animais normais com as doses de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE nio produziu nenhum
efeito no nimero de CFU-GM da meduia éssea dos camundongos. Nos animais infectados ocorreu
uma intensa mielossupresséo, representada pela reducéo no nimero de CFU-GM, cujo nadir ocorre nas
Agh apés infecgfio. Entretanto, o pré-tratamento de animais infectados com as doses de 100 e
250mg/Kg manteve o mimero de CFU-GM na medula Gssea nos patamares do grupo controle. Embora
a dose de 50mg/Kg do extrato tenha aumentado o niamero de CFU-GM na medula 6ssea dos animais
guando comparados ao grupo infectado, este aumento niio atingiu os niveis dos controles.

Um conjunto de trabathos realizados em nosso laboratorio tem demonstrado que a hematopoese
extramedular é um mau prognéstico na recuperagéo do animal imunossuprimido (QUEIROZ ef al.
2003; MIRANDOLA, JUSTO e QUEIROZ, 2002; VALADARES e QUEIROZ, 2002; QUEIROZ,
JUSTO, VALADARES e PEREIRA-DA-SILVA, 2001; JUSTO, SILVA e QUEIROZ, 2003). Um dos
reflexos deste fendmeno ¢ o drastico aumento de CFU-GM no bago dos animais infectados nas
primeiras 48 ¢ 72h de infecgéo que ocorre devido 4 migragfio hematopoética da medula 6ssea para os
sitios de proliferagdo bacteriana. O tratamento de animais infectados com todas as doses (50,100 e
250mg/Kg) diminuiu o nimero de CFU-GM no bago dos animais (Figura 8).
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A esplenomegalia é uma outra caracteristica da infecgio por L. monocytogenes que ocorre nos trés
periodos de infecglio analisados (24, 48 ¢ 72h). O tratamento com as doses de 50, 100 e 250mg/Kg
preveniu o aumento do volume do bago dos animais infectados, em todos os periodos analisados
(Figura 9).

Adicionalmente, avaliamos os efeitos do tratamento com GTE sobre a atividade estimuladora de
colénias hematéposticas do soro (CSA) de animais normais e infectados com L. monocytogenes
(Figura 10). Nés verificamos que o tratamento de animais normais com as doses de 50 ¢ 100mg/Kg
ndo produziu nenhum efeito na CSA dos animais. No entanto, a dose de 250mg/Kg aumentou
significativamente a CSA dos animais. Para os animais infectados, observamos um aumento
significativo destes fatores as 48 ¢ 72h apés a inoculagdo da bactéria. No entanto, 0 pré-tratamento dos
animais infectados com as doses de 100 e 250mg/Kg do extrato provocou um aumento da CSA nas
primeiras 24h de infec¢fio. Essa caracteristica € muito interessante pois o aumento de fatores
estimuladores de coldnias (CSFs) no soro nas primeiras horas de infecgiio € um padrio observado nas
linhagens resistentes de camundongos, como o C57BL (CHEERS et al. 1988). Os CSFs modulam a
resposta hematopoética provocando a pronta mobilizagéo de monécitos-macréfagos (GM) circulantes €
teciduais e aumentando a diferenciagdo de precursores hematopoéticos para GM na medula dssea
(CHEERS e STANLEY , 1988). Dessa forma, a resposta hematopoética de animais resistentes € mais
répida e resolutiva do que em animais susceptiveis como o BALB/c cujo pico de CSFs ocorre nas 48h
de infecgdio. O tratamento de animais infectados com a dose de 50mg/Kg de GTE provocou um efeito
tardio no aumento da concentracio de CSFs cujo pico ocorreu 72h ap6s infecgio. Esta caracteristica
esté relacionada com a progressio da infecgfio e morte dos animais nos experimentos de sobrevida.

A diminuicgo de precursores hematopoéticos na medula 6ssea em animais BALB/¢ infectados com
L. monocytogenes esta relacionada com a migragdio destes progenitores da medula éssea para outros
tecidos hematopoéticos secundarios, como o bago onde ocorre a geragdo de células supressoras
(QUEIROZ et al. 2003; MIRANDOLA, JUSTO ¢ QUEIROZ, 2002; VALADARES ¢ QUEIROZ,
2002; QUEIROZ, JUSTO, VALADARES e PEREIRA-DA-SILVA, 2001; JUSTO, SILVA e
QUEIROZ, 2003). Estes fendmenos juntos concorrem para a faléncia do hospedeiro. O tratamento com
GTE provoca a reversio desses efeitos modulados por aumento da atividade estimuladora de col6nias
hematopoéticas no soro nos estigios iniciais da infecgéo.

Apesar dos macréfagos e neutréfilos serem células efetoras da resposta contra L. monocytogenes,
varios estudos mdlcam que as células NK e as citocinas por clas produzidas desempenham papel

“__-———______———_—_____—__
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crucial na determinagdo da evolugio da resposta do hospedeiro contra a bactéria (CZUPRINSKY e
FRENDSCHO, 1997; MOCCL DALRYMPLE, NISHINAKAMURA e MURRAY, 1997; YAN, 1992;
DAUGELAT, LADEL, FLESCH e KAUFMANN, 1996). Os efeitos do GTE sobre a atividade litica
de células NK nos periodos de 48, 72 e 96h apos infecgfio foi avaliado (Figura 11). Essas células
participam no combate direto s células infectadas no foco inflamatério e no processo inicial de
polarizaggio para Thl logo ap6s sofrerem estimulag8o por macréfagos ativados (ROGERS ef al. 1992;
CHEERS, HAIGH, KELSO, METCALF, STANLEY, ¢ YOUNG,1988; COSSART e BIERNE ,
2001). Os animais normais tratados com as doses de 100 ¢ 250mg/Kg do extrato de GTE apresentaram,
respectivamente, um aumento de 13,8 e 11,7% na atividade de células NK em relagdo ao grupo
controle. Nos animais infectados, a atividade destas células aumentou 24,6% e 15,5%,
respectivamente, nos tempos de 48 e 72h apés a infeccdo, comparado ao grupo controle. Entretanto
para 96h apds a inoculagdio da bacteria néio observamos aumento da atividade das células NK. O pre-
tratamento de animais infectados nos trés periodos analisados com as doses de 100 e 250mg/Kg
provocou um aumento na atividade litica das células NK em relacdo ao grupo infectado e ao grupo
controle (Tabela 2). A dose de 50mg/Kg néo provocou um aumenio significativo em relagio aos
animais infectados. No entanto, para 72h de infecgéio, observamos um aumento tardio da atividade das
células NK com relagdo ao grupo controle.

Nos estigios iniciais da listeriose, estd bem documentado na literatura, o importante papel das
células NK (CZUPRINSKY e FRENDSCHO, 1997; MOCCI, DALRYMPLE, NISHINAKAMURA e
MURRAY, 1997; YAN, 1992), entretanto a ativagio dessas células ocorre entre as 24-48h apés a
inoculagdo da bactéria para a perfeita resolugio da infecgdio (DAUGELAT, LADEL, FLESCH e
KAUFMANN, 1996). Dessa forma o efeito tardio provocado pela dose de 50mg/Kg nio ¢ capaz de
debelar a infeccéio. Essa caracteristica ¢ um fator adicional para a progressio da infec¢lio e morte dos
animais no experimento de sobrevida. A resposta tardia pode estar relacionada com substincias com
efeito cumulativo no organismo do animal ou com biodisponibilidade de componentes quimicos
presentes no extrato.

Estudos anteriores demonstraram que o GTE promove um aumento da atividade das células NK em
animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich provocando um aumento da sobrevida desses animais
(YAN, 1992). Dessa forma, os nossos resultados também indicam que o GTE apresenta um
mecanismo de agdio imunomodulador para animais infectados com dose letal da bactéria pois o
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aumento da sobrevida garantida pelo GTE pode estar relacionada, pelo menos em parte, com aumento
da atividade de células NK.

A proliferagio de linfécitos também foi analisada em nosso estudo (Figura 12). Nestes ensaios,
podemos observar que no pico da infecgfio (48h) ocorre uma diminuigio significativa na proliferagdo
linfocitaria comparado com o grupo controle. A presenca da infec¢fo induz um aumento da produgéo
de 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos ativados que embora seja considerado um mecanismo de
efeito antimicrobiano, apresenta como efeito secundario a diminui¢fio da expansfo de células T
(CIFONE, ULISSE e SANTONI , 2001). Dessa forma, a redugfo observada em nossos experimentos
pode esta relacionada, pelo menos em parte, com uma supressio de células T modulada pela produgéo
de NO. Entretanto, o pré-tratamento de animais infectados com a dose de 250mg/Kg do GTE provocou
um aumento na proliferacio de linfécitos nas primeiras 24h de infecgfio. Este evento pode esta
relacionado com o aumento da atividade de células NK pots a ativagfio destas células estd estritamente
relacionada com a prolifera¢éio de linfocitos (CIFONE, ULISSE e SANTONI , 2001). Recentemente
foi descrita a cinética de ativagiio de células T provocada pela Listeria. Um aumento de linfocitos
especificos ocorre aproximadamente 5-7 dias apds a infecgéio, sendo ativado apés este periodo um
mecanismo de controle de proliferagéo via apoptose (MANNERIN, ZHONG e CHEERS, 2002).

As doses de 100 ¢ 250mg/Kg também promoveram um aumento da prolifera¢do de linfécitos
em animais normais. Estudos anteriores envolvendo a atividade proliferativa de linfécitos
demonstraram que a exposi¢do a constituintes do GTE promove um forte aumento da atividade
mitética dos linfocitos, possivelmente relacionada com o radical galoil que estes componentes
possuem em sua estrutura quimica (HU, TODA, OKUBO, HARA ¢ SHIMAMURA, 1992).

O pré-tratamento de animais infectados com as doses de 100 e 250mg/Kg do extrato promoven
um aumento na atividade mitética dos linfocitos nos tempos de 48 e 72h apds a infecgfio, em relagio
aos animais infectados. A estimulagdio da proliferagdo de linfécitos associado a presenga de estimulos
lesivos também ja foi documentado na literatura, onde doses didrias de 80mg/Kg ip. do GTE
demonstraram estimuiar atividade proliferativa de linfocitos de animais portadores de tumor S-180
(YAN, 1992).

Além da estimulag8io da proliferagdo de linfécitos, 0 GTE demonstrou alterar o perfil secretor
de citocinas de padrfio Thl e Th2 em animais infectados com Listeria monocytogenes (Figuras 13 e 14)
A produgiio de citocinas de padrio Thl e Th2 tém sido extensamente estudada no modelo de listeriose
murina (ROGERS et al. 1992; COSSART e BIERNE, 2001; BECKERMAN ef al 1993;
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BUCHMEIER e SCHEREIBER, 1985; MIELKE, EHLERS e HAHN, 1993; TRINCHIERI, 1992;
MOMBAERTS er al. 1993; KAUFMANN, 1993; KAUFMANN, 1983; EDELSON ¢ UNANUE;
2000; FERRICK ef al. 1995; FARGEAS et al. 1992; IZAWA, BROWN e CZUPRYNSK], 1992;
FLESCH ¢ KAUFMANN, 1994). Estd bem estabelecido a importéncia do IFN-y (ROGERS et al.
1992; COSSART e BIERNE, 2001; CHEERS e al. 1988; BECKERMAN er al. 1993; BUCHMEIER
e SCHEREIBER, 1985; MIELKE, EHLERS e HAHN, 1993; TRINCHIERI, 1992; ROGERS et al.
1994) e o cardter supressor da IL-10 e IL-4 nos estdgios iniciais da listeriose (FLESCH e
KAUFMANN, 1994). Estudos anteriores desenvolvidos pelo nosso grupo, demonstram que a presenga
da infecgfio aumenta a concentragdo de IFN-y em cultura de linfécitos estimulados com Concanavalina
A. Adicionalmente, nenhuma alteragio na secregio de IL4 e IL-10 pode ser detectada em animais
infectados, nos estagios iniciais de infec¢io (QUEIROZ; QUADROS e SANTOS , 2000b).

Recentemente, o efeito do GTE sobre a producdio de citocinas in vitro foi alvo de investigagBes.
MATSUNAGA et al. (2001), demonstraram que a epigalocatequina-galato (ECG) possui atividade
imunomoduladora in vifro em modelo de infecgfio de macréfagos por Legionella pneumophila. Foi
verificada uma inibi¢do do crescimento desta bactéria no interior de macréfagos tratados com ECG.
Nessas culturas, os niveis de TNF-c., IFN-y ¢ IL-12 estavam aumentados, enquanto que os de IL-10
diminuidos. O tratamento de macréfagos com ECG em presenga de anti-TNF-o e anti-IFN-y nfio inibiu
o0 crescimento da bactéria, enquanto que, em presenga de anti-IL-10 e anti-IL-12, a inibicdo do
crescimento bacteriano provocada pela ECG foi mantida. Ainda neste estudo, os autores observaram
um aumento de RNAm para [FN-y nas cuituras de macréfagos tratados com ECG. Dessa forma, a
atividade imunomoduladora in vifro da ECG esta relacionada ao aumento da produgéo de TNF-a ¢
IFN-y (MATSUNAGA, KLEIN, FRIEDMAN ¢ YAMAMOTO, 2001). Adicionalmente foi
demonstrado que a ECG reverte a imunossupressdo induzida pelo tabaco em culturas de macrofagos
humanos infectados L. pneumophila através de um aumento na atividade dessas células frente &
bactéria, além da estimular a secregio de certas citocinas de padréio Thl, tais com TNF-a, IL-12 e
diminuigdio de IL-10 (MATSUNAGA, KLEIN, FRIEDMAN ¢ YAMAMOTO, 2002).

Em nossos ensaios avaliamos o efeito do GTE sobre a producio de citocinas in vivo (Figuras 13
& 14).0 pré-tratamento de animais infectados com a dose de 100 e 250mg/Kg de GTE provocou
aumento da produgio de IFN-y 72h apds infecgéio bacteriana. Adicionalmente, a dose de 250mg/Kg
induziu uma diminuigio de IL-10 nas culturas avaliadas. Dessa forma, nossos resultados apontam que
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o tratamento com GTE induz polarizacio da resposta imunolégica para Thl. Essa caracteristica
favorece 0 combate a microorganismos intracelulares e explica em parte 0 mecanismo de agfio do GTE
para a resisténcia do animal & dose letat de Listeria monocytogenes.

Dessa forma, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a prote¢do promovida pelo GTE
nas doses de 100 e 250mg/Kg em animais infectados com dose letal de L. monocyogenes esta
relacionada com uma modulagio da mielossupressdo e diminuigio da hematopoese extramedular, com
o aumento da atividade litica de células NK e da proliferagéio de linfécitos, além da polarizac8io para
resposta uma imunolégica para Thl.

O sistema hematopoético ¢ extremamente sensivel a uma variedade de estimulos, modulando a
hematopoese de acordo com a demanda e necessidade do organismo. Dessa forma, a avaliagho
funcional da medula éssea € de especial importincia uma vez que ela reflete qualquer possivel
alteracdo celular que ocorre como conseqiiéncia da evolugéo temporal da doenga. Portanto, dando
continuidade as investigagdes acerca dos efeitos do GTE no compartimento hematopoético, avaliamos
os efeitos desta droga sobre o estroma medular ¢ sobre a geragdo de progenitores para granuléeitos e
macr6fagos em sistema de Cultura Liquida de Longa Duragéo (LTBMC) (Figura 15). A utilizagfio da
LTBMC permite que a maioria dos componentes hematopoéticos da medula éssea seja reproduzida in
vitro (SPOONCER, ELIANSON e DEXTER, 1993). A hematopoese pode ser mantida nestas culturas
por meses, sem a adigio de fatores de crescimento, desde que a camada de estroma medular (células
aderentes) tenha sido formada (DEXTER, 1990). No entanto, a manutencdo da célula-tronco
hematopoética (HSC) e de suas caracteristicas requer um contato fisico entre as células estromais e
células hematopoéticas. Caso este contato néio ocorra, a hematopoese rapidamente declina (DEXTER,
1990; SPOONCER, ELIANSON e DEXTER, 1993). Este fenémeno ocorre porque as células
estromais suportam a hematopoese por proporcionar um microambiente adequado para a sobrevida,
autorenovacdo, proliferagéio e diferenciagio das HSC. Isto sugere que a manutencio da hematopoese
esta predominantemente ligada  fatores de crescimento que estfio ancorados na matriz extracelular do
estroma medular e, secundariamente, 3 fatores soltiveis. Essas citocinas podem ser produzidas pelas
proprias células estromais ou seqiiestradas do meio ¢ langadas em sua superficie (DEXTER, 1990) e
podem por sua vez, ter caréter estimulatério ou inibitério (SPOONCER, ELIANSON e DEXTER,
1993).

A formagéio da camada estromal ocorre entre a 2* ¢ 4* semana de cultura. Na sequéncia, as
células mais primitivas migram para esta camada ¢ em intima associagdo com o microambiente,
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estabelece a hematopoese in vitro. As células mais imaturas permanecem no estroma e a medida que as
células sofrem divisdo e maturagdo, sua progénie € lancada no meio de crescimento. A suspensao de
células é predominantemente de neutréfilos maduros, além de células primitivas e progenitores
comprometidos os quais podem ser jdentificados por ensaios de cultura clonal, como o CFU-C
(SPOONCER, ELIANSON ¢ DEXTER, 1993).

Dessa forma, o ensaio de LTBMC nos permite estudar varios pardmetros hematopoéticos, tais
como, fatores de crescimento, mecanismos de agiio hematopoéticos € 2 interferéncia de drogas toxicas
para o estroma medular (GUEST ¢ UETRECH, 2000).

Os efeitos da infeccdo por Listeria monocylogenes em sistema de cultura liquida de longa
durago utilizando medula ossea de camundongos (LTBMC) foram avaliados. Poucos estudos na
literatura tratam dos efeitos de agentes infecciosos sobre o compartimento hematopoético.
LAGENEAUX et al. 1994, demonstraram que a infecgfio por Citomegalovirus promove uma reducgo
da habilidade das células estromais suportar a hematopoese pela diminuigdo de fatores estimuladores
de colonias (LAGNEAUX, DELFORGE, SNOECK, STRYCKMANS ¢ BRON, 1994), posteriormente
descritos com IL-6 e LIF (Fator inibidor de leucemia) (LAGNEAUX et al. 1996). Os ensaios
realizados demonstraram que a infecgfio por Listeria promove uma acentuada queda do mimero de
CFU-GM em relagiio ao grupo controle. Essa caracteristica é reflexo da diminui¢do da capacidade de
diferenciagdo e proliferagio destes progenitores. Estd bem estabelecido na literatura a importéncia da
interacfio entre estroma medular € 0S precursores (DEXTER, 1990; SPOONCER, ELTIANSON e
DEXTER, 1993). Dessa forma, sugerimos que a infeco#o tenha a propriedade de impedir este contato
fisico que & estritamente necessario para a manutengio da hematopoese, visto que ao final das semanas
de cultura os animais infectados apresentam uma diminuigdo significativa dos precursores para
granul6citos e macréfagos em relagio ao grupo controle. Outras hipdteses para esta redugio
significativa sdo: a) produgdo de fatores inibitérios pelas células estromais que interferem
negativamente nas células hematopoéticas ou; b) o segilestro ndo efetivo dos fatores de crescimento

presentes no meio pelas células estromais desencadeado por alteragdes na superficie celular.

Por outro lado, os animais infectados tratados profilaticamente com as doses de 100 ¢
250mg/Kg do GTE nfo apresentaram redugo do nimero de precursores para granuldcitos e
macréfagos no sobrenadante da cultura. Esta caracteristica & muito interessante visto que o aumento da

reserva de progenitores para granuldcitos e macrdfagos é considerado determinante para a resisténcia

______-___—_-———_'—'___—.—————_—_-—"—_-__._—__-

74



Efeitos do Chad Verde sobre a Resposta Imunohematopoética

do animal & Listeria. Animais resistentes a Listeria monocytogenes,como por exemplo o C57BL, o
nimero de precursores hematopoéticos para granulécitos e macréfagos (GM) na medula Gssea €
geneticamente maior que em linhagens susceptiveis como o BALB/c (CHEERS ¢ McKENZIE , 1978)
Outra diferenga entre animais susceptiveis e resistentes é o ntimero de receptores para CSF-1 nos
progenitores para GM. Os animais resistentes apresentam maior niimero de receptores para CSF-1 em
sua superficie do que os animais susceptiveis. Dessa forma, os animais resistentes sio capazes de gerar
mais GM maduros (CHEERS e7 al. 1988) . O aumento da expressio de receptores para CSFs ¢ a
geragio de maior quantidade de CSFs podem ser fatores determinantes das alteragtes provocadas pelo
GTE.

Esta manutencdo da capacidade de proliferagio ¢ diferenciagio dos precursores para
granulécitos € macréfagos (CFU-GM) promovida pelo GTE em LTBMC de animais infectados, pode
estar relacionada a manutengéo do contato fisico entre o estroma medular e as células hematopoéticas,
a um aumento dos fatores estimuladores de colénias hematopoéticas e a uma maior expressio de
receptores para estes fatores.

Além de investigagdes sobre fatores de crescimento e mecanismos de ac#o hematopoéticos, a
LTBMC permite avaliar a interferéncia de drogas téxicas para o estroma medular (GUEST ¢
UETRECH, 2000). Neste contexto, através do estudo da viabilidade celular e da contagem de células
aderentes em cultura, verificamos que o GTE nfo demonstrou toxicidade sobre o estroma medular
(Tabela 5).

O mecanismo de agéo pelo qual o GTE exerce sua atividade imunomoduladora ainda ndo esti
completamente esclarecido. No entanto, os mecanismos descritos neste trabalho como a regulaggo
hematopoética, aumento da atividade litica de células NK, o aumento da proliferacéio de linfécitos e a
polarizagio da resposta imunolégica para Thl sdo de fundamental importincia na ag¢do antibacteriana
do GTE.
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9. CONCLUSOES

A partir dos experimentos realizados pedemos concluir que ¢ GTE:

30, Possui atividade antibacteriana in vive por um mecanismo hemato/imunomodulador;

%0 As doses do GTE com eficicia terapéutica foram 100 e 250mg/Kg, aumentando a resisténcia
dos animais & uma dose letal de Listeria monocytogenes (LM) em 33% e 50% de sobrevida,
respectivamente;

%. Embora as doses de 500 ¢ 1000mg/Kg tenham protegido os animais infectados com dose letal
de LM revelaram elevada toxicidade;

0, Estimula o crescimento e diferenciacfio de precursores hematopoéticos na medula 6ssea de
camundongos infectados nas doses de 100 e 250 mg/Kg,;

¥, Impede a hematopoese extramedular e esplenomegalia induzida pela infecglio bacteriana no
baco dos animais infectados com as trés doses estudadas (50, 100 e 250mg/Kg);

80, As doses de 100 ¢ 250mg/Kg de GTE aumenta a atividade estimuladora de colOnias
hematopoéticas (CSA) no soro de animais tratados e infectados com dose subletal de LM nos
estagios iniciais da infecgdo;

% Embora a dose de 50mg/Kg do extrato nfo tenha garantido a prote¢io de animais infectados,
percebemos uma interferéncia tardia no compartimento hematopoético com esta dosagem;

%, Aumenta a atividade citotéxica de células NK em todos os periodos analisados com as doses de
100 e 250mg/Kg do extrato;

¥, Estimula a proliferagéio de linfécitos nos periodos de 48 ¢ 72h ap6s a infecgfio nas doses de 100
e 250mg/Kg do extrato; adicionalmente, a maior dose interfere na proliferacéo de linf6citos nas
primeiras 24h de infecgfo;

&, Induz aumento de IFN-y e diminui¢io de IL-10 em cultura de células esplénicas;

%0, Estimula a geracfo de precursores hematopoéticos para granuldcitos e macréfagos (CFU-GM)
provenientes das células nfo aderentes da cultura liquida de longa duragéo;

¥, Nio é téxico para o estroma medular em sistema de cultura liquida de longa duracéo.
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A Figura 16 ilustra o mecanismo imunomodulador proposto neste estudo. Em suma, o aumento de
CSF nas primeiras 24h de infecgdo induzido pelo GTE promove uma pronta mobilizagdo de fagbcitos
circulantes e teciduais para o sitio de proliferagdo microbiana. Os fagécitos ativados irdo ativar células

NK que respondem produzindo IFN-y que juntamente com a supressdo de IL-10 promovem a

polarizagdo da resposta imunolégica para Thl.

Mecanismo Imunomodulador do GTE

(24h)

(+) .
9 Fagocitos
Circulantes {

e Teciduais

(24h)

Obaltt
Sobrevivi!

(72h)

AMMFN-y ~——nurnu
WV IL-10

(48-72h)

Exterminio
da LM

Figura 16: Mecanismo imunohematopoético do GTE
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Tabela 6: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores & inoculagio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre o crescimento e diferenciacgo de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea de camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas
apés o término do tratamento e a avaliacio hematopoética foi realizada 24, 48 e 72 horas apés
infecgdio. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

Parametros x10°

n | € | T | R4 | M8 | 12 | TH24 | TH48 | THT |
1 | 1840 | 7583 | 1780 ! 430 | 750 | 1500 | 10,70 | 4,83 |
2 | 1640 | 2130 1 1630 | 490 | 700 | 1030 | 1820 | 16,60 |
3 | 21,00 | 1320 | 1500 | 400 | 750 ] 1080 | 751 | 1520 |
4 | 1640 | 19,10 | 1780 | 430 | 750 | 910 | 1070 | 504 |
5 | 1840 | 1340 | 1630 | 490 | 700 | 430 | 751 | 504 |
6 | 1640 | 13,10 | 1500 | 400 ]| 750 | 650 | 1860 | 21,60 |
MD| 17,83 | 1465 | 1637 | 440 | 733 | 933 | 122 | 1138 |
DP| 183 | 483 | 125 | 041 ! 026 | 370 | 50 | 734 |

Tabela 7: Efeitos do tratamento com doses diarias de 100mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores & inoculagéio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre o crescimento e diferenciacfio de precursores
hematopocticos da medula éssea de camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas
apés o término do tratamento e a avaliacdo hematopoética foi realizada 24, 48 e 72 horas apds
infecgdo, n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

Pardmetros x10°
n | € | T | 124 | 148 | 12 | THR4 | T+H48 | TH7? |
1 | 1840 | 2340 | 1780 | 430 | 7,50 | 29,00 ] 13,20 | 11,00 |
2 | 1640 | 2500 | 1630 | 49 | 700 | 1620 | 1400 | 940 |
3 | 21,00 ] 1320 | 1500 | 400 | 750 ] 1620 | 1840 | 15,00 |
4 | 1640 | 1420 | 17,80 | 430 | 7,50 | 16,20 | 15,00 | 16,00 |
5 | 1840 | 1720 | 1630 | 490 | 7,00 | 1860 | 2500 | 2500 |
6 | 1640 | 2500 | 1500 | 400 | 750 | 14,00 | 17,00 | 24,00 |
MD| 17,83 | 1966 | 1637 | 440 | 733 | 1636 | 17,10 | 16,73 |
DP| 18 | 545 | 125 | 041 | 026 | 125 | 432 | 650 |
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Tabela 8: Efeitos do fratamento com doses didrias de 250mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores 4 inoculagfio de 1 x 107 bactérias/animal, sobre o crescimento e diferenciaciio de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea de camundongos BALB/c. L. monocyfogenes foi inoculada 3 horas
apés o término do tratamenio e a avaliagio hematopoética foi realizada 24, 48 e 72 horas apds

infecgéio. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

Paréimetros x10°
n| C | T | 4 | M8 | IT2 | T+HI24 | T+H48 | T+HI72 |
1 | 1840 | 2750 | 17,80 | 430 | 750 | 1620 | 2530 | 14,20 |
2 | 1640 | 12,70 | 1630 | 490 | 700 | 6,00 | 1820 | 1820 |
3 | 21,00 | 1740 | 1500 | 400 | 750 | 1620 | 24,80 | 2040 |
4 | 1640 | 12,00 | 17,80 | 430 | 750 | 27,00 | 2030 | 12,40 |
5] 1840 | 740 | 1630 | 490 | 700 | 11,30 | 1240 ] 17,50 |
6 | 1640 | 2750 | 1500 | 400 | 750 | 27,00 | 19,30 | 33,00 |
MD| 1783 | 1741 | 1637 | 440 | 733 | 1728 | 20,05 | 1928 |
DP| 1.8 | 843 | 125 | 041 | 026 | 841 | 475 | 731 |

Tabela 9: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores 4 inoculagiio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre o crescimento ¢ diferenciagio de precursores
hematopoéticos do bago de camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas apés o
término do tratamento e a avaliagfio hematopoética foi realizada 24, 48 e 72 horas apds infecgfio. n=6.

P<0,05 ANOVA-Tukey.

Pardmetros x10?
n | C | T | 124 | 18 | 172 | THR24 | T+48 | THIT2 |
1 | 490 | 270 | 650 | 7800 | 48,00 | 126 | 648 | 1620 |
2 | 540 | 430 | 770 | 48,00 | 58,00 | 1.8 | 576 | 1620 |
3] 320 ] 230 | 680 | 84,00 | 5900 ] 540 | 468 | 11,30 |
4 | 540 | 140 | 650 | 78,00 | 48,00 | 432 | 297 | 2020 |
5 | 49 | 320 | 7,70 | 48,00 | 58,00 | 432 | 360 | 730 |
6 | 540 | 500 | 680 | 8400 | 4800 | 432 | 576 | 486 |
MD| 487 | 315 | 700 | 7000 | 53,16 | 359 | 488 | 12,68 |
DP! 085 | 1,32 | 056 | 1725 | 567 | 162 | 137 | 589 |
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Tabela 10: Efeitos do tratamento com doses diarias de 100mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores & inoculago de 1 x 107 bactérias/animal, sobre o crescimento e diferenciacfio de precursores
hematopocticos do bago de camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas apds o
término do tratamento ¢ a avaliagio hematopoética foi realizada 24, 48 € 72 horas apds infecedo. n=6.
P<0,05 ANOVA-Tukey.

Pardmetros x10°
n | C | T | R4 | 148 | 172 | TH24 | TH48 | TH72 |
1 ] 490 | 180 | 650 | 78,00 | 48,00 | 360 | 3,78 | 225 |
2 ] 540 | 29 | 770 | 48,00 | 5800 | 3,00 | 756 | 440 |
3] 320 | 130 | 680 | 84,00 | 5900 | 430 | 11,80 | 060 |
4 | 540 | 290 | 650 | 78,00 | 4800 | 1,80 | 220 | 225 |
51 490 | 130 | 7,70 ] 48,00 | 5800 | 650 | 430 | 225 |
6 | 540 | 540 | 6,80 | 8400 | 48,00 | 470 | 270 | 225 |
MD| 487 | 260 | 7,00 | 70,00 | 53,06 | 398 | 539 | 233 |
DP| 085 | 1,55 | 056 | 1725 | 567 | 160 | 3,66 | 121 |

Tabela 11: Efeitos do tratamento com doses didrias de 250mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores 3 inoculac@io de 1 x 10° bactérias/animal, sobre o crescimento e diferenciacdo de precursores
hematopoéticos do bago de camundongos BALB/c. L. monocyrogenes foi inoculada 3 horas apés o
término do tratamento e a avaliacio hematopoética foi realizada 24, 48 e 72 horas apés infecgso. n=6.
P<0,05 ANOVA-Tukey.

Parimetros x1(?
n | C |_ T | B4 | 148 | 172 | THR24 | TH48 | THT |
1 | 49 ] 09 | 650 | 7800 | 4800 | 135 | 1224 | 3.60 |
2 | 540 | 380 |_ 7,70 | 48,00 | 58,00 | 220 | 1224 | 468 |
3] 320 | 500 | 680 | 8400 | 5900 | 080 | 810 | 729 |
4 | 540 | 290 | 650 | 78,00 | 4800 | 432 | 648 | 189 |
51 490 ] 360 | 7,70 | 48,00 | 5800 | 22 | 810 | 1.98 |
6 | 540 | 050 | 680 | 84,00 | 4800 | 432 | 220 | 432 |
MD| 487 | 285 | 700 | 70,00 | 33,16 | 254 | 823 | 3,96 |
DP | 085 | 165 | 056 | 1725 | 567 | 148 | 3,78 | 2,00 |
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Tabela 12: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores 4 inoculagio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre o peso do bago de camundongos BALB/c. L.
monocytogenes foi inoculada 3 horas ap6s o término do tratamento € o peso do bago foi mensurado 24,
48 e 72 horas apos infecgdio. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

Parimetros x107
n | € | T | 124 | 148 | 172 | T+24 | T+148 | T2 |
1| 900 | 7,00 ] 2000 | 16,00 | 28,00 | 10,00 | 13,00 | 20,00 |
2 | 1000 ] 900 | 800 | 1700 | 17,00 | 10,00 | 13,00 | 18,00 |
3] 900 | 700 | 2000 | 1800 | 17,00 | 1000 | 11,00 | 19.00 |
4 | 10,00 | 800 | 800 | 1600 | 28,00 | 11,00 | 900 | 7.00 |
5 | 1000 ] 600 ] 2000 | 17,00 | 17,00 | 900 ] 11,00 | 11,00 |
_ 6 ] 1200 | 500 | 2000 | 1800 | 1400 | 800 | 10,00 | 11,00 |
MD| 10,00 | 700 | 1600 | 17,00 | 20,10 | 9,66 | 1120 | 1433 |
DP| 1,09 | 141 | 619 | 08 | 617 | 103 | 160 | 535 |

Tabels 13: Efeitos do tratamento com doses diarias de 100mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores a inoculagfio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre o peso do baco de camundongos BALB/c. L.
monocytogenes foi inoculada 3 horas apés o término do tratamento e o peso do bago foi mensurado 24,
48 e 72 horas ap6s infecgdio. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

Pardmetros x10
n | C | T | 24 | 148 | 172 | T+I24 | T+148 | THI72 |
1 | 900 | 600 | 2000 | 16,00 | 28,00 | 13,00 | 18,00 | 14,00 |
2 | 1000 | 800 | 800 | 17,00 | 17,00 | 10,00 | 15,00 | 14,00 |
3 | 900 | 1000 | 20,00 | 1800 | 17,00 | 8,00 ] 17,00 | 14,00 |
4 ] 1000 | 700 | 800 | 16,00 | 28,00 | 11,00 | 10,00 | 19.00 |
5 | 1000 | 600 | 20,00 | 17,00 | 17,00 | 12,00 | 13,00 | 24,00 |
6 | 12,00 | 11,00 | 20,00 | 1800 | 14,00 | 13,00 | 13,00 | 22,00 |
MD| 10,00 | 800 | 1600 | 17,00 | 20,10 | 11,016 | 12,66 | 14,00 |
DP| 109 | 209 | 615 | 08 | 617 | 194 | 258 | 1,09 |
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Tabela 14: Efeitos do tratamento com doses didrias de 250mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores a inoculago de 1 x 10 bactérias/animal, sobre o peso do bago de camundongos BALB/c. L.
monocytogenes foi inoculada 3 horas apés o término do tratamento e o peso do bago foi mensurado 24,
48 e 72 horas apés infec¢do. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

Pardmetros x107
n | € | T | 124 | M8 | T2 | T+R24 | THI48 | THT2 |
1 | 900 | 1000 | 20,00 ] 16,00 | 28,00 | 900 | 21,00 | 15,00 |
2 | 1000 | 900 | 800 | 17,00 | 17,00 | 7,00 ] 24,00 | 13,00 |
3] 900 | 800 | 2000 | 1800 | 17,00 | 1000 | 13,06 | 20,00 |
4 | 1000 | 1000 | 800 | 16,00 | 28,00 | 7,00 | 13,00 | 1500 |
5 | 1000 ] 900 | 2000 | 17,00 | 17,00 | 800 | 16,00 | 08,00 |
6 | 12,00 | 11,00 | 20,00 | 18,00 | 14,00 | 10,00 | 12,00 | 15,00 |
MD| 10,00 | 950 | 1600 | 17,00 | 20,10 | 850 | 1266 | 1233 |
DP| 1,09 | 1,04 | 619 | 08 | 617 | 137 | 051 | 344 |

Tabela 15: Efeitos do tratamento com doses diarias de 50mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores 4 inoculagiio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a producio de fatores estimuladores de
colénias hematopoéticas (CSF) no soro de camundongos BALB/c. L. morocytogenes foi inoculada 3
horas apés o término do tratamento e o soro foi obtido 24, 48 e 72 horas ap6s infec¢dio. n=6. P<0,05
ANOVA-Tukey.

Unidades de CSF/mL
n | C | T | R4 | M8 | 172 | TH24 | T+I48 | THT2 |
1 | 09 | 0132 ] 08 | 1350 | 620 | 020 | 670 | 1570 |
2] 130 ] 0132 ] 1,50 | 1430 | 680 | 020 | 7,50 | 13,80 |
3] 08 | 0134 | 020 | 11,80 | 550 ] 030 | 10,70 ] 16,20 |
4 | 070 ] 0130 ] 120 | 1400 | 650 | 030 | 670 | 1570 |
5 | 120 | 0132 070 | 12,70 | 730 | 020 | 7550 | 13,80 |
6 | 050 | 0132} 030 ] 1230 | 58 | 030 ] 10,70 | 16,20 |
MbD| 09 | 013 | 078 | 1300 ] 635 | 025 | 830 | 1523 |
DP| 030 | 0001 | 050 | 099 | 066 | 005 | 18 | 113 |
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Tabela 16: Efeitos do tratamento com doses didrias de 100mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores & inoculagio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a produgio de fatores estimuladores de
coldnias hematopoéticas (CSF) no soro de camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3
horas apés o término do tratamento e o soro foi obtido 24, 48 e 72 horas apos infec¢do. n=6. P<0,05
ANOVA-Tukey.

Unidades de CSF/mL
n | C | T | 124 | 148 | Y12 | TH24 | T+I48 | THI72 |
1] 09 | 132 | 080 | 1350 | 620 | 1207 | 20,00 | 7,89 |
2| 130 | 132 | 1,50 | 1430 | 680 | 12,07 | 2000 | 7.89 |
3] 08 | 122 ] 020 ] 11,80 | 550 | 13,00 | 21,00 | 8,00 |
4] 070 ] 1,34 | 120 | 1400 ] 650 | 11,25 | 2200 | 7,70 |
5] 120 ] 125 ] 070 | 1270 | 730 | 11,30 | 18,00 | 6,00 |
6 | 050 | 150 | 030 | 1230 | 580 | 14,10 | 17,00 | 11,00 |
MD| 09 | 132 | 078 ] 13,10 | 635 | 1229 | 1966 | 8,08 |
pP| 030 | 009 | 050 | 099 | 066 | 108 | 1,86 | 161 |

Tabela 17: Efeitos do tratamento com doses diarias de 250mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores 3 inoculagdio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a produgio de fatores estimuladores de
colénias hematopoéticas (CSF) no soro de camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3
horas apés o término do fratamento € o soro foi obtido 24, 48 e 72 horas ap6s infecgdo. n=6. P<0,05
ANOVA-Tukey.

Unidades de CSF/mL
n|] C | T | 124 | 148 | 172 | T+I24 | T+48 | THT2 |
1| 09 | 59 | 080 | 1350 | 620 | 1250 | 1644 | 6,60 |
2| 130 | 592 | 150 | 1430 | 680 | 12,50 | 1644 | 6,70 |
3] 08 | 600 | 020 | 11,80 | 550 | 13,00 | 1500 | 7,00 |
4 ] 070 | 599 | 120 | 1400 | 650 | 11,00 | 1600 | 7,80 |
51 120 | 560 | 070 | 12,70 | 7,30 | 1050 | 17,00 | 6,50 |
6 | 050 | 499 | o030 | 1230 | 58 | 9% | 1800 | 6,00 |
MD| 09 | 574 | 078 | 1310 | 635 | 1157 | 1648 | 6,76 |
DP] 030 | 039 | 050 | 099 | 066 | 127 | 100 | 060 ]
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Tabela 18: Efeitos do tratamento com doses didrias de S0, 100 e 250mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores 4 inoculagfio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a atividade litica de células NK
em camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas apos o término do tratamento € o
ensaio de citotoxicidade foi realizado 48 horas apds infecgdo. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

% de citotoxicidade
n | € | T50 | T100 | T250 | I | TS0+I | T100+1 | T250+1 |
1 | 21,50 | 3020 | 3570 | 3400 | 4830 | 6500 | 6530 | 6530 |
2 | 2250 | 3,03 | 3600 | 33,40 | 44,70 | 61,00 | 6640 | 6640 |
3 ] 21,50 | 3020 | 3570 | 34,00 | 4830 | 6500 | 66,00 | 66,00 |
4 | 2250 | 3030 | 36,00 | 33,40 | 44,70 | 62,00 | 68,00 | 68,00 |
5 | 21,50 | 3020 | 3570 | 34,00 | 4830 | 66,00 | 68,00 | 68,00 |
6 | 2250 | 3030 | 36,00 | 3340 | 4470 | 66,00 | 66,00 | 66,00 |
MD| 22,00 | 2570 | 3585 | 33,70 | 46,50 | 52,50 | 64,16 | 66,61 !
pp| 054 | 11,00 | o016 | 032 | 1,97 | 350 | 213 | 1,12 |

Tabela 19: Efeitos do tratamento com doses diarias de 50, 100 ¢ 250mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores a inoculagdo de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a atividade litica de células NK
em camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas apés o término do tratamento e o
ensaio de citotoxicidade foi realizado 72 horas ap6s infecgio. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

% de citotoxicidade
n| C€ | T50 | T100 | T250 | I | T50H | T100H | T250+ |
1 ] 21,50 | 3020 | 3570 | 34,00 ] 3500 | 47,00 | 5510 | 62,50 |
2 | 22,50 | 3,03 | 36,00 | 3340 | 40,00 | 46,00 | 52,10 | 56,80 |
3 ] 21,50 | 3020 | 3570 | 34,00 | 3500 | 4860 | 47,00 | 51,70 |
4 | 2250 | 3030 | 36,00 | 3340 | 40,00 | 4870 | 52,00 | 4830 |
5 | 21,50 | 3020 | 35,70 | 34,00 | 3500 | 46,00 | 48,00 | 62,50 |
6 | 22,50 | 3030 | 36,00 | 33,40 | 40,00 | 46,00 | 48,00 | 56,80 |
MD| 22,00 | 2570 | 3585 | 33,70 ] 37,5 | 47,05 | 5036 | 5643 |
DP| 054 | 11,10} 016 | 032 | 273 | 1290 | 3,18 | 569 |
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Tabela 20: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores 4 inoculagdo de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a atividade litica de células NK
em camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas ap6s o término do tratamento e o
ensaio de citotoxicidade foi realizado 96 horas ap6s infec¢io. n=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

% de citotoxicidade
n | C | T50 | T100 | T250 | 1 | T50+I | T100+X | T250+ |
1 ] 21,50 ] 30,20 | 3570 | 34,00 | 29,00 | 26380 | 38,00 | 3800 |
2 | 2250 | 3,03 | 3600 | 3340 | 26,00 | 33,00 | 3500 | 39,00 |
3 | 21,50 | 3020 | 3570 | 34,00 | 29,00 | 27,00 | 39,00 | 41,00 ]
4 | 22,50 | 30,30 | 36,00 | 3340 | 26,00 | 3530 | 36,00 | 4550 |
5 | 21,50 | 3020 | 3570 | 34,00 | 29,00 | 33,00 | 3800 | 4550 |
6 | 22,50 | 30,30 | 36,0 | 3340 | 26,00 | 33,00 | 39,00 | 41,00 |
MD| 22,00 | 2570 | 3585 | 33,70 | 27,50 | 3135 | 37,50 | 41,66 |
DP| 054 | 11,10 | 016 | 032 | 1,64 | 356 | 164 | 3,18 |

Tabela 21: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores 4 inoculagfio de 1 x 10° bactérias/ animal, sobre a proliferacéio de linfocitos de
camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas apds o término do tratamento e o
ensaio de proliferacio foi realizado 24 horas apos infecgdo. N=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

% de proliferacdo
n | C | I | T50 | T100 | T250 | TS50+ | T100+1 | T250+I |
1 | 102,71 | 109,80 | 93,70 | 108,00 | 114,20 | 110,40 | 154,20 | 179,60 |
2 | 96,08 | 124,53 | 100,00 | 106,40 | 114,20 | 111,60 | 116,50 | 144,40 |
3 | 99,16 | 109,80 | 10550 | 112,00 | 155,16 | 107,00 | 110,10 | 130,90 |
4 | 100,20 | 109,80 | 93,70 | 108,00 | 104,10 | 109,00 | 118,20 | 149,00 |
5 | 102,05 | 124,53 ]| 100,00 | 106,40 | 155,10 | 102,00 | 111,60 | 195720 |
6 | 99,74 | 109,80 | 105,50 | 112,00 | 155,10 | 11040 | 110,10 | 130,90 |
MD| 9999 | 114,71 | 99,73 | 108,80 | 132,96 | 108,40 | 120,11 | 155,00 |
DP| 235 | 760 | 528 | 257 | 2452 | 350 | 17,03 | 26,57 |

94



Efeitos do Chd Verde sobre a Resposta Imunohematopoética

Tabela 22: Ffeitos do tratamento com doses didrias de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores & inoculagéio de 1 x 10° bactérias/ animal, sobre a proliferagdo de linfécitos de
camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas apés o #€rmino do tratamento e o
ensaio de proliferacio foi realizado 48 horas ap6s infecgio. N=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

% de proliferacfio
a| C | 1 | T50 | T100 | T250 | TS50+1 | T100+ | T250+I |
1 | 102,71 | 8523 | 93,7 | 108,00 ] 114,20 | 9540 | 89,70 | 95,10 |
2 | 96,08 | 75,23 | 100,00 | 106,40 | 114,20 | 94,30 | 85,00 | 93,10 |
3 | 99,16 | 669 | 10550 | 112,00 | 15510 | 82,70 | 97,10 | 96,00 |
4 | 10020 | 67,81 | 93,70 | 108,00 | 104,10 | 8820 | 103,50 | 96,90 |
5 | 102,05 | 76,06 | 100,00 | 106,40 | 155,10 | 89,90 | 97,10 | 97,70 |
6 | 99,74 | 66,96 | 10550 | 112,00 | 155,10 | 82,70 | 103,50 | 97,70 |
MD| 99,99 | 73,03 | 99,73 | 108,80 | 132,96 | 8886 | 9598 | 96,08 |
DP| 235 | 727 | 528 | 257 | 2452 | 547 | 742 | 1,77 |

Tabela 23: Efeitos do tratamento com doses didrias de 50, 100 e 250mg/Kg de GTE por 7 dias
consecutivos anteriores a inoculagfo de 1 x 10° bactérias/ animal, sobre a proliferagdo de linfécitos de
camundongos BALB/c. L. monocytogenes foi inoculada 3 horas apds o término do tratamento e o
ensaio de proliferacdo foi realizado 72 horas apés infecgdo. N=6. P<0,05 ANOVA-Tukey.

% de proliferagéio
n| € | 1 | T50 | Ti00 | T250 | T50+I | T100+I | T250+ ]
1 | 102,71 | 102,00 | 93,70 ] 108,00 | 11420 ] 95,70 | 116,70 | 137.80 |
2 | 96,08 | 1035 | 100,00 | 106,40 | 114,20 | 121,40 | 103,80 | 133,50 |
3 ] 99,06 | 90,00 | 1055 | 112,00 | 155,10 | 102,00 | 107,00 | 112,10 |
4 | 10020 | 89,00 | 93,70 | 108,00 | 104,10 | 9540 | 116,20 | 158,20 |
5 | 102,05 | 88,00 | 100,00 | 106,40 | 155,10 | 95,70 | 134,00 | 115,30 |
" 6| 99,74 ] 88,00 | 10550 | 112,00 | 155,10 ] 102,00 | 135,00 | 158,50 |
MD| 99,99 | 9341 | 99,73 | 108,80 | 132,96 | 102,03 | 118,78 | 135,90 |
DP| 235 | 728 | 528 | 257 | 2452 | 999 | 13,18 | 20,04 |
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Tabela 24: Efeitos do tratamento com doses didrias de 250mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores & inoculagiio de 1 x 10° bactérias/animal, sobre a produgdio de IFN-y em sobrenadante de
culturas esplénicas (ConA 48h) de camundongos BALB/c. A Listeria monocytogenes foi inoculada 3
horas ap6s o término do tratamento e o ensaio foi realizado 24, 48 e 72 horas apés infecgdo. n=5.
P<0,05, Kruskal-Wallis ndo paramétrico ANOVA.

(pg/mL)

n| € | T | D4 | TH24 | 148 | T+H48 | 172 | TH72 |
1 | 42540 | 42620 | 426,00 | 426,80 | 427,20 | 455,00 | 426,40 | 429,30 |
2 | 425,30 | 42840 | 42590 | 426,80 | 426,80 | 450,00 | 426,40 | 429,60 |
3 | 42560 | 426,60 | 426,80 | 427,10 | 428,30 | 445,00 | 426,30 | 429,60 |
4 | 42560 | 426,70 | 426,30 | 426,60 | 428,20 | 444,00 | 426,30 | 429,60 |
5 | 425,50 | 426,10 | 426,80 | 426,90 | 427,30 | 445,80 | 425,90 | 43020 |
MD | 42548 | 426,80 | 426,36 | 426,84 | 427,56 | 447,96 | 42626 | 429,66 |

DP| 013 | 093 | 042 | 018 | 065 | 455 | 020 | 032 |

Tabela 25: Efeitos do tratamento com doses didrias de 250mg/Kg de GTE por 7 dias consecutivos
anteriores 4 inoculagio de 1 x 103 bactérias/animal, sobre a produgéo de IL-10 em sobrenadante de
culturas esplénicas (ConA 24h) de camundongos BALB/c. A Listeria monocytogenes foi inoculada 3
horas apds o término do tratamento € o ensaio foi realizado 24, 48 e 72 horas apés infecgfio. n=5.
P<0,05, Kruskal-Wallis néio paramétrico ANOVA.

(pg/mL)
n | C | T | D24 | TH24| 148 | T+M8 | 172 | THT2 |
1 | 920 | 860 | 830 | 890 | 920 | 760 | 860 | 7,80 |
2 | 870 | 870 | 850 | 870 | 890 | 770 | 860 | 810 |
3] 870 ] 89 | 860 | 870 | 870 | 7.80 | 880 | 820 |
4 | 860 | 860 | 850 | 870 | 870 | 790 | 890 | 7.80 |
5 | 89 | 860 | 850 | 900 | 870 | 830 | 860 | 7.70 |
MD| 88 | 868 | 848 | 88 | 88 | 78 | 870 | 7.92 |
DP| 023 | 013 | 010 | 0,14 | 021 | 027 | 0,14 | 021 |
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Tabela 26: Efeitos de diferentes doses do GTE sobre o nimero de precursores hematopoéticos (CFU-
GM) em Cultura Liquida de Longa Duracdo (LTBMC) de animais normais e infectados com Listeria
monocytogenes. Os animais foram previamente tratados durante sete dias anteriores & inoculagiio da
bactéria e o ensaio realizado 48h apds a infecgio. Os animais controle receberam apenas o veiculo da
droga. O ensaio de CFU-GM foi realizado a partir da 1° semana apds o repovoamento (5° semana).
(n=3, p<0,05, ANOVA — Tukey)

5% Semana - Numero de CFU-GM totais

n | C | T50 | T100 | T250 | I | TS50+ | T100+1| T250+ |
1 | 303,00 | 276,00 | 343,00 | 450,00 | 204,00 | 246,00 | 305,00 | 360,00 |
2 | 342,00 | 230,00 | 343,00 | 452,00 | 171,00 | 200,00 | 250,00 | 400,00 |

"3 ]7279,00 | 258,00 | 324,00 | 398,00 | 165,00 | 292,00 | 360,00 | 320,00 |

‘MD| 308,00 | 254,66 | 336,66 | 433,33 | 180,00 | 246,00 | 305,00 | 360,00 |
DP | 31,79 | 23,18 | 10,96 | 3061 | 21,00 | 46,00 | 5500 | 40,00 |

6* Semana - Numero de CFU-GM totais

n | C | T80 | T100 | T250 | I | T50+1 | T100+Y] T250+ |
1 | 121,00 | 120,00 | 180,00 | 192,00 | 34,00 | 96,00 | 120,00 | 98,00 |
2 | 82,00 | 110,00 | 150,00 | 200,00 | 10,00 | 92,00 | 150,00 | 144,00 |
3 | 67,00 | 100,00 | 160,00 | 184,00 1 22,00 | 160,00 | 90,00 | 118,00 |
MD| 90,00 | 110,00 | 163,33 | 192,00 | 22,00 | 96,00 | 120,00 | 120,00 |
pP| 2787 | 1000 | 1527 | 800 ] 1200 | 4,00 | 3000 | 23,06 |

7* Semana - Numero de CFU-GM totais

n| ¢ | 0 | 1100 | T250 | 1 | T50+I | T100+1| T250+ |
1 | 49,00 | 65 00 | 90 00 | 13500 ] 4,00 | 40,00 | 63,00 | 77,00 |
2 | 6700 | 4500 | 77,00 | 142,00 | 22,00 | 48,00 | 57,00 | 65,00 |
3 | 82,00 | 8500 | 103,00 | 128,00 | 10,00 | 32,00 | 69,00 | 98,00 |
MD| 66,00 | 6500 | 90,00 | 13500 ] 1200 | 40,00 | 63,00 | 80,00 |
DP| 1652 | 20,00 | 13,00 | 7,00 | 916 | 800 | 600 | 1670 |

|
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8" Semana - Numero de CFU-GM totais

|

|__C ] 750 | Ti00 | T250 |__ I | T50+1 ] T100+1 | T250+1 |
|__ 62,00 | 40,00 | 50,00 | 74.00 |__4,00 ] 25,00 | 58,00 | 78,00 |
| 32,00 | 45,00 | 62,00 | 82,00 [._2,00 ]732,00 | 45,00 | 67,00 |
141,00 ] 3500 | 33,00 |_5800 | 3,00 | 18,00 | 68,00 | 65,00 |
MD | 4500 | 40,00 | 4833 | 7133 | 3,00 | 2500 | 57,00 | 70,00 ]
DP | 1539 | 500 | 14,57 | 1222 | 1,00 |~ 7,00 | 11,53 | 7.00 |

un|1-~|=

9* Semana - Numero de CFU-GM totais

_n | C | T50 | Ti00 | T250 | T ] T50+1 | T100+1 | T250+1 |
_1 ]721,00 | 27,00 ] 32.00 | 7400 | 5,00 ] 15,00 | 35,00 | 44,00 |
_2 | 43,00 | 1500 | 40,00 |_65,00 | 2,00 | 1500 ] 2900 | 39,00 |
3 |732,00 | 3900 | 36,00 |_77,00 | 2006 ] 24,00 | 3500 | 41,00 |
MD | 32,00 | 27,00 | 3600 | 72,00 |__3,00 | 18,00 | 33,00 | 41,533 |
DP | 11,00 | 12,00 | 400 | 624 | 1,73 ] 7519 | 346 | 2,51 |

Tabela 27: Avaliagio dos efeitos do tratamento com 30, 100, 250, 500 e 1000mg/Kg de GTE,
administrado por sete dias consecutivos, anteriores 4 inoculagéio de 1 x 10° bac/animal na sobrevida de
camundongos infectados com dose letal de L. monocytogenes. Curva de Kaplan-Maier, Log Rank, P <
0,05 em relagfio ao grupo infectado — (n=20/ por grupo).

Dia_ | LM | 50+LM | 100+LM | 250+LM | 500 + LM | 1000 + LM |
1° | ] ] ] | | |
2 | 7 7] ] | ] | |
3 ] 1w T 17| | | a 3 ]
© |3 173 | 138 | 7 J_ 10 ] 10 ]
5° ] ] | T |
30° | ] 7 " 0 T 3 T 7
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