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RESUMO




Neste trabalhe, investigamos os efeitos do extrato de Chlorella vuigaris (ECV)
sobre o crescimento e diferenciagdo dos precursores hematopoiéticos da medula
Ossea e do bago em animais expostos ao chumbo e infectados com Listeria
monocytogenes. A atividade estimuladora de colénias do soro, as alteragdes no peso
do bago e do timo e a resisténcia dos animais frente a infecgdo também foram
avaliados.

Por um periodo de 10 dias camundongos BALB/c receberam 1300 ppm de
acetato de chumbo em dgua de beber e foram tratados diariamente com 50 mg/kg de
ECV por gavagem. Ao final deste periodo, os animais foram infectados
intraperitonealmente com uma dose subletal de Listeria monocytogenes (4x10°
bactérias/animal). Para avaliar a resisténcia dos animais a infecgéo, realizamos uma
curva de sobrevida utilizando uma dose ietal desta bactéria (4x10° bactérias/animal).

Nossos resultados demonstraram um decréscimo significativo no nimero de
precursores hematopoiéticos na medula éssea tanto nos animais expostos ao
chumbo como naqueles infectados com Lisferia monocytogenes, sendo que no grupo
infectado também observamos hematopoiese extramedular. E interessante
ressaltarmos gque o comprometimento da resposta hematopoiética foi ainda maior
quando os animais foram expostos ao chumbo e infectados. Porém, quando
camundongos foram tratados com ECV, a mielossupressao induzida pelo chumbo,
pela infeccéo e pela infecgdo/chumbo foi revertida, resultando em niveis normais de
CFU-GM.

Com relag&o & produgdo de fatores estimuladores de colbnias de células
hematopoiéticas, observamos que o soro de animais infectados apresentou uma

maior atividade estimuladora da produgéo de CFU-GM. No grupo de animais apenas
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expostos ao chumbo estes valores permaneceram inalierados em relagéo ao
controle. O tratamento com ECV nos grupos de animais infectados (infectados e
infectados/expostos ao chumbo) aumentou de forma significativa a atividade
estimuladora do soro, que resultou em um aumento no numero de CFU-GM em
relagio aos grupos apenas infectados e infectados/expostos ao chumbo.

Observamos um aumento no peso do bago em animais infectados e uma
reducdo no peso do timo em animais infectados e infectados/expostos ao chumbo,
enquanto que valores normais foram obtidos com o tratamento com ECV.

O tratamento com ECV aumentou a resisténcia dos animais infectados e
infectados/expostos ao chumbo, sendo que obtivemos 30% de sobrevida no grupo
de animais infectados e 20% no grupo daqueles infectados/expostos ao chumbo.

Nossos resultados sugerem uma capacidade de ligar-se ao chumbo para a
Chiorella vulgaris e confirmam dados anteriores do nosso laboratério e da literatura

sobre o aumento da resisténcia dos camundongos & infecgéo.
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In this work, we investigated the effects of Chlorella vuigaris extract (CVE) on
the growth and differentiation of bone marrow and spleen hematopoietic progenitors
in Pb-exposed and Listeria monocyfogenes infected mice. Serum colony stimulating
activity, weight changes of spleen and thymus and resistance of the animals as they
faced infection were also evaiuated.

For a period of 10 days BALB/c mice received 1300 ppm of lead acetate in
drinking water and were treated daily with 50 mg/kg ECV by gavage. At the end of
this period, the animals were infected intraperitoneally with a sublethal dose (4x10*
bacteria/animal) of Lisferia monocytogenes. In order to evaluate the resistance of
mice to the infection, we performed a survival curve using a lethal dose of the
bacteria (4x10® bacteriafanimal).

Our results demonstrated a significant decrease on the number of bone marrow
hematopoietic progenitors in both Pb-exposed and Listeria monocytogenes infected
mice. Moreover, extramedullar hematopoiesis was also observed in the infected
group. It is interesting to emphasize that the hematopoisetic response of Pb-exposed
mice was further impaired by the infection. However, when these animals were
treated with CVE, the myelossupressive effects produced by lead, infection and
infectionflead were reverted, resulting in normal levels of CFU-GM.

Regarding the production of colony-stimulating factors, we observed that serum
from infected animals presented a higher stimulatory activity on the CFU-GM
generation. In the group of animals only exposed to lead, these values remained
unaltered in relation to controls. Treatment of infected and infected/Pb-exposed

groups with CVE significantly increased the serum colony-stimulating activity, since




an increase in the CFU-GM number was induced in relation to the only infected and
infected/Pb-exposed groups.

In contrast to the increased spleen weight found in infected animals and the
decreased thymus weight of those infected and infected/Pb-exposed, CVE-treated
mice presented normal thymué and spleen weights.

Treatment with CVE also increased resistance of infected and infected/Pb-
exposed animals, as 30% and 20% of survivors were obtained in these groups,
respectively.

Our resuits suggest that Chlorelfa vulgaris has a lead-binding capacity and
corroborate previous data from our laboratory and the literature on the increase in

resistance of mice to the infection.
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Metais pesados:

H4 2000 anos a.C., quando grandes quantidades de chumbo eram obtidas de
minérios como subproduto da fus&o da prata, provavelmente, foi o inicio da utilizagao
deste metal pelo homem. Em 370 a.C., Hipdcrates descreveu pela primeira vez as
colicas abdominais (colicas saturnicas), provocadas pelo chumbo em mineradores
expostos. O arsénico e 0 mercurio foram citados por Teofrastos de Erebus (387-372
a.C.) e por Plinio (23-79 d.C.). Durante a fuséo do cobre e do chumbo, obtinha-se o
arsénico, usado naquela época na decoracéo de tumbas egipcias. Mais tarde, o
cadmio foi descoberto em minérios contendo carbonato e zinco (SALGADO, 1996).

Em consequéncia de seu amplo emprego industrial, destacando-se, entre
outras, a indlstria extrativa, petrolifera, de acumuladores, de tintas e corantes,
ceramica, grafica e bélica, o chumbo é um dos metais que mais frequentemente polui
o meio ambiente e também & responsavel por um grande numero de intoxicacGes
(SALGADO, 1996; KOSNETT & BECKER, 1998). Desta forma, a exposi¢éo cronica
de individuos a esse metal é bastante frequente, sendo decorrente principalmente da
exXposicao ocupaciohal, ingestéo de agua e alimentos contaminados. Apds absorvido,
esse metal exerce seus efeitos toxicos scbre o sistema hematopoiético,
gastrointestinal, nervoso e reprodutor. Com relagéo a intoxicac&o aguda, esta ocorre
de forma acidental, como inalag&o industrial de elevadas quantidades de dxido de
chumbo e em casos criminais ou suicidas, sendo acompanhada por episodios de
nauseas, vomitos, gosto metdlico na boca, cdlicas abdominais, fezes escuras €
colapso circulatorio (SCHVARTSMAN, 1991; SALGADO, 1996; KOSNETT &

BECKER, 1998).
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0O chumbo liga-se aos eritrdcitos induzindo distarbios criticos na biossintese do
heme, inibindo enzimas dependentes de grupos sulfidrila, tais como o acido delta-
aminolevulinico desidratase, a coproporfirinogénic descarboxilase e a ferroquelase,
ocasionando, desta forma, o actimulo de seus substratos; acido delta-aminolevulinico
(ALA), coproporfirinogénio Il (COPRO) e protoporfirina IX (PP-IX) respectivamente.
O acido deita-aminolevulinico e o coproporfirinogénio lll, por possuirem baixo peso
molecular, atravessam a membrana dos eritrocitos, elevam-se no soro e s&o
excretados na urina (ALA-U e COPRO-U). Por outro lado, a PP-IX, néo atravessa as
membranas celulares e, portanto, se acumula nas células eritrocitarias, sendo
encontrada na forma de “protoporfirina eritrocitaria livre” {(FEP) (KLAASSEN, 1996;
SALGADOQ, 1996). Apés se ligar aos eritrécitos, o chumbo é distribuido aos tecidos
moles como medula éssea, cérebro, rim e testiculos, onde sua meia-vida é de
aproximadamente 30 dias. A maior parte do chumbo que penetra nc organismo é
ligada aos ossos, onde permanece cerca de 20 anos; ele é depositado também no
cabelo e nas unhas.

Visto que a maior parte deste metal deposita-se nos 0ssos € na medula dssea,
ocorre um comprometimento da proliferacdo e diferenciacéo destas células, assim
como da resposta das mesmas aos fatores estimuladores de coldnias
(KOWOLENKO, TRACY, LAWRENCE, 1989). O chumbo também parece alterar a
resposta imunoldgica inespecifica de forma significativa € deprime a producé&o de
anticorpos em resposta a antigenos (BLAKLEY & ARCHER, 1981). Além disso, a
resposta imunoldgica mediada por linfécitos T também é comprometida, pois animais

expostos ao chumbo apresentam uma diminuicdo na resisténcia a infeccdo com
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Listeria monocytogenes, que é uma bactéria dependente da resposta imune celular
para sua total erradicacdo (BINCOLETTO & QUEIROZ, 1996).

Alteragbes nos niveis de citocinas produzidag em animais expostos na
presenca da Listeria monocytogenes, também foram relatadas. Camundongos
expostos ao chumbo produzem niveis elevados de IL-6 quando infectados com este
microrganismo. Esse aumento da IL-6 na presen¢a da Listeria monocyfogenes e
chumbo parece estar relacionado com um aumento da concentra¢&o de hormbnios
glicocorticoides, pela ativagcgdo do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA),
secretados em resposta aos mecanismos de defesa ativados pelo estresse pelos
organismos infectados resultando em involugdo de drgédos linfoides, como bago e
timo (FUKATA, IMURA, NAKAO, 1993; KISHIKAWA, RENJIE, LAWRENCE, 1997).
Além disso, alguns autores sugerem que as concentragbes elevadas de IL-6 no soro

correlacionam com a severidade das infecgOes (HAVELL & SEHGAL, 1891).

Agentes quelantes:

Mesmo com o avango da toxicologia e conseguinte conhecimento da toxicidade
dos metais pesados, a incidéncia de exposicio ocupacional permanece significativa,
havendo grande necessidade de medidas preventivas, assim como, de tratamento
eficaz (KOSNETT & BECKER, 1998). Neste sentido, os antagonistas dos metais
pesados, denominados agentes quelantes, s&o os antidotos mais eficazes,
principaimente para o tratamentc da intoxicagdo cronica. Estes compostos possuem
a propriedade de formar complexos com os metais pesados, de modo a prevenir ou

reverter a ligacdo dos cations metalicos aos principais ligantes do organismo como
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grupos contendo oxigénio, enxofre e nitrogénio, os quais si30 essenciais para as
fungbes fisiolégicas normais do organismo (KLAASSEN, 1996).

Os agentes quelantes ligam-se aos metais evitando ou revertendo seus efeitos
toxicos, aumentando sua excregdo e também prevenindo sua interagdo com os
grupos reativos do organismo. Os quelantes mais Gteis na clinica compreendem os
bidentados como o 2 3-Dimercaptopropanclol (British anti-Lewisite, BAL) e seu
analogo acido 2,3-Dimercaptosuccinico (DMSA), a D-penicilina € o polidentado
edetato dissddico de célcio (CaNa;EDTA), administrados por via intramuscular, oral
ou intramuscular/fendovenosa, respectivamente (KOSNETT & BECKER, 1998).

Apesar do uso de quelantes no tratamento das intoxicacbes por metais ser
eficaz, efeitos adversos comec hipertensdo, taquicardia, cefaléia, nauseas, vomitos,
lacrimejamento, saliva¢éo, parestesias, reacdes alérgicas, nefrotoxicidade, glicosuria,
anemia aplasica, doencas autoimunes e mialgia, foram observados (KOSNETT &
BECKER, 1998). Desta forma, a descoberta de compostos menos téxicos para o

tratamento destas intoxicacdes se faz necessario.

Chlorella vulgaris:

Chlorella € um género botanico de algas unicelulares microscépicas de agua
doce, com 15 espécies conhecidas, das quais a Chlorella vulgaris é a mais
extensamente estudada, sendo uma alga verde, de conformag@o esférica, com 2 a
10 micrdmetros de diametro, pertencente a classe Chlorophyceae, ordem
Chiorococcales e familia OQocystaceae.

No decorrer dos ultimos anos, alguns autores .vém estudando os efeitos da

Chiorella vuigaris no combate 4 infecgdes virais como Citomegalovirus (IBUSUKI &
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MINAMISHIMA, 1990) e bacterianas, tais como Escherichia coli (TANAKA et al.,
1986; KONISHI et al., 1990) e Listeria monocytogenes (HASEGAWA et al., 1994,
1997; DANTAS & QUEIROZ, 1999); tumores (NODA et al., 1996, 1998; TANAKA et
al., 1980, 1998; MORIMOTO et al., 1995); tlcera gastrica (TANAKA et al., 1997) e na
eliminacéo de inseticidas organo-clorados (PORE, 1984).

Estudos em ambientes aquaticos, demonstram a capacidade da Chlorella
vulgaris quelar metais como o chumbo, cddmio, manganés, cromo, niquel, zinco e
cobre (WILDE & BENEMANN, 1993; LUSTIGMAN, LEE, KHALIL, 1995, WONG,
NAKAMOTO, WAINWRIGHT, 1997; CARR et al., 1998, LOPEZ et al, 1998;
MATSUNAGA et al., 1999). A capacidade desta alga se ligar a esses metais
formando complexos parece estar relacionada a duas propriedades fundamentais,
sua parede celular que é a linha inicial de defesa protegendo ¢ ambiente intracelular
da célula facilitando o sequestro do metal (CARR et al.,, 1998) pelo cloroplasto
presente em sua constituicdo. Esta é uma organela rica em fdsforo, potassio, calcio e
enxofre, que por possuirem alta afinidade por metais formam complexos com os

mesmos, removendo-os do ambiente aquatico (WONG et al., 1997).

Modelo experimental de infecg@o por Listeria monocytogenes:

O modelo experimental de infecgdo com a Listeria monocytogenes possibilita o
estudo da resisténcia do hospedeiro a bactérias e facilita a avaliagdo dos efeitos
produzidos pelo agente em estudo. A infecgdo por Lisferia monocyfogenes em
camundongos tem sido extensivamente utilizada como modelo de interag@o entre
parasita € hospedeiro para o estudo da resposta imunoldgica (MACKANESS, 1962,
HAHN & KAUFMANN, 1981).
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Listeria monocytogenes € um bacilo gram-posifivo, pertencente a um grupo de
microrganismos de agéo intracitoplasmatica. O processo envolvido na resisténcia a
esta bactéria & caracterizado inicialmente pela imunidade inata do hospedeiro,
seguida por uma resposta imune especifica, garantindo a total erradicagdo do
patogeno.

Ao entrar em contato com o organismo, a bactéria deixa rapidamente a comrente
sanguinea, aiojando-se em células fagocitarias, preferencialmente células hepaticas
e macréfagos, iniciando o processo infeccioso, que envolve além de fagécitos,
céluias T e citocinas (KAUFMANN, 1993). Apds ser fagocitada, Listeria
monocytogenes produz uma toxina denominada Listeriolisina O (LLO) que lisa o
fagolisossomo permitindo sua saida para o citoplasma, onde ocorre sua proliferagao
e consequente migragic para a célula adjacente, dando inicio a sua disseminagéo
(NISHIBORI et al., 1996; SOUTHWICK & PURICH, 1996; DRAMSI et al., 1998).
Assim sendo, a migragdo de céluias fagocitarias como macréfagos, granulocitos e
células natural killer (NK) para o local de replicacido da bactéria, € um componente
essencial para a sobrevivéncia do animal durante esta fase inicial da infeccdo
(NORTH, 1970; BENNET & BAKER, 1977; LEPAY et al,, 1985; ROSEN, GORDON,
NORTH, 1989).

Estas células fagocitarias, sdo originarias das células primitivas pluripotenciais
da medula 6ssea, denominadas células formadoras de coldnias (CFCs), as quais
podem dar origem a qualquer célula sanguinea dependendo do estimulo recebido
(METCALF, 1984; QUEIROZ, 1988). O crescimento e a diferenciagéo dessas celulas
sdo modulados pelos fatores estimuiadores de coldnias (CSFs) (STEVENSON,

KONGSHAVN, SKAMENE, 1981; METCALF, 1984, 1989; HUME et al, 1988).
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Elevados niveis destes fatores aparecem no soro e tecidos dos animais infectados
no periodo inicial da infecgdo com Lisferia monocytogenes (WING, 1984, 1985, 1987;
YOUNG E CHEERS, 1986).

Os macréfagos sd@o as principais células atuantes nessa fase e ao serem
infectados, liberam algumas citocinas pré-inflamatdrias: IL-1, IL-6, TNF-a e [L-12 que
estimulam as célulaé NK a secretarem IFN-y (ROGERS et al., 1892, 1994; LIU &
CHEERS, 1993; MIELKE, EHLERS, HAHN, 1993; TRIPP, WOLF, UNANUE, 1983;
KOPF et al., 1994; DALRYMPLE et al., 1995; HUNTER, CHIZZONITE, REMINGTON
1995; LIU & KURLANDER, 1995; SKEEN & ZIEGLER, 1995; UNANUE, 1887). Altas
concentracbes de IFN-y promovem a ativagdo do macréfago, conduzindo a uma
maior expressdo das moléculas da classe Il do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC classe |l). Este complexo apresenta a bactéria a um segundo sistema
de defesa do organismo, que atuard de maneira especifica na erradicagio da
infecglio, através da agdo de células T CD4'CD8" «/fp e CDACD8 /8
(MOMBAERTS et al., 1993). Diante da importancia das células fagociticas na fase
inicial da infeccdo pela Listeria monocytogenes, a avaliagdo do crescimento e
diferenciagido destas células, através da técnica de cultura clonal de precursores
hematopoiéticos da medula 6ssea para granulécitos e macréfagos (CFU-GM), é um
indicador fiel do grau de comprometimento do organismo dos animais infectados pelo

microrganismo em questao.

Diante do exposto e da auséncia de estudos “in vivo” sobre a atividade

protetora e/ou quelante da Chlorella vuigaris, neste trabalho, utilizando ¢ modelo de
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infeccdo experimental pela Listeria monocylogenes, avaliamos as propriedades
protetoras da Chlorella vulgaris em camundongos expostos ao chumbo. Os
paramefros avaliados foram © crescimento e diferenciacdo dos precursores
hematopoiéticos da medula 6ssea e bago, a producac de fatores estimuladores de
colénias de células hematopoiéticas e as alteragdes no pesc do baco e do timo. A
resisténcia dos animais a infecgdo, quando expostos ac chumbo e tratados com

Chiorella vuigaris, também foi avaliada.
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OBJETIVOS
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Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos protetores da administragéo
do extrato de Chlorella vulgaris (ECV) em camundongos expostos ao acetato de
chumbo e infectados com Lisferia monocytogenes. Os parametros avaliados foram:

numero de precursores hematopoiéticos da meduia dssea e baco;

- producdo de fatores estimuladores de colonias de células precursoras
hematopoiéticas;
- resisténcia do animal &4 uma dose letal de Listeria monocytogenes,

- peso do bago e timo.
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MATERIAL E METODOS
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1. Animais:

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

a) animais controle, sem tratamento;

b) animais tratados com extrato de Chlorella vulgaris (ECV) (50 mg/kg) durante

10 dias;

c) animais expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias;

d) animais infectados com Listeria monocytogenes,

e) animais expostos ao chumbo e infectados;

f} animais tratados com ECV e exposios ao chumbo;

g) animais tratados com ECV e infectados;

h) animais tratados com ECV, expostos ao chumbo e infectados.

As doses de ECV, acetato de chumbo e Listeria monocytogenes utilizadas neste
trabatho, foram estabelecidas baseadas em estudos preliminares realizados em

nosso laboratdrio (BINCOLLETO & QUEIRQZ, 1996; DANTAS & QUEIROZ, 1998).

2. Listeria monocytogenes:
A bactéria Listeria monocytogenes utilizada para infectar os animais, € um
cocobacilo gram-positivo, anaerébio facultativo, mével por flageios peritriquios a

temperatura ambiente, facilmente cultivavel em agar-sangue.
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Esta cepa foi gentiimente cedida pelo Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Patologia Clinica (Hospital das Clinicas - UNICAMP). Apéds a
aquisicdo, a bactéria foi submetida a varios testes bioguimicos que confirmaram sua
identidade. Os testes realizados demonstraram o seguinte:

¢ Oxidase — positivo

¢ Catalase — positivo

¢ Carboidratos — agéo fermentativa

¢ Xilose — negativo

¢ Manitol — negativo

» Bile esculina — positivo

» Beta hemdlise — positivo

e CAMP-Test Staphylococcus aureus — positivo

Rhodococcus equi - negativo

Para a manutencdc da patogenicidade desta bactéria, a mesma foi
periodicamente repassada por vinte e cinco vezes em camundongos, através da
inoculacdo intraperitoneal da Listeria monocytogenes em solugdo salina 0,9%.
Quarenta e oito horas apds a inoculagéo deste microrganismo, os bagos dos
camundongos foram isclados em ambienie estéril, macerados e mantidos em BHI
por 24-48 horas. Para obteng&o das coldnias, a Listeia monocyfogenes foi
plagueada em &gar-sangue e incubada por 24 horas em estufa a 37°C. Apds ©
isplamento das coldnias de bactérias, estas foram diluidas até atingir a concentracéo

apropriada para o uso.
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No momento da infecgéo dos animais, foi necessario determinar o niimero ideal
de microrganismos a ser injetado. A dose ideal ndo deveria provocar a morte do
animal muito rapidamente, para que fosse possivel a avaliagdo dos parametros
propostos apds a infecgdo. Dessa forma, a bactéria foi incubada em meio de cuitura
BHI por 24-48 horas a 37°C. As coldnias obtidas das culturas frescas de agar-sangue
foram diluidas em solucéo salina a 0,9% e as concentragbes determinadas por
espectrofotometria através da Escala de McFarland (Vitek Colorimeter).

Para 0 estudo dos parametros imunoldgicos e hematoldgicos foi utilizada a
dose subletal de 4x10* bactériasfanimal. Para a avaliagdc da sobrevida dos animais
foi necessério utilizar uma concentracéo letal de 4x10° bactérias/animal, a qual foi
inoculada intraperitonealmente.

A resposta hematopoiética foi avaliada 24, 48 e 72 horas apés a infec¢céo.

3. Tratamento:

3.1. Chiorella vulgaris:

O extrato liofilizado da alga Chlorella vulgaris foi obtido da Chiorella Industry Co.
Ltd. (Tokyo).

Para o tratamento dos animais, o ECV foi ressuspenso em agua destilada a

40°C e administrado na dose de 50 mg/kg por via oral, durante 10 dias consecutivos.

3.2. Exposig¢do ao acetato de chumbo:
Camundongos recsberam 1300 ppm de acetato de chumbo (Merck) em agua

de beber durante 10 dias consecutivos. Esta dose permitiu que alteragbes
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imunoldgicas fossem detectadas, sem que os animais fossem a ébito por intoxica¢éo

aguda (BINCOLETTO & QUEIROZ, 1996).

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

Para enumerar estas células cionogénicas é importante que todas as células
multipotenciais presentes na cultura sejam induzidas & proliferar e que as condigbes
de culfura sejam ajustadas para se evitar a superposicdo de coldnias na placa de
petri @ permitir a identificago de cada coldnia. Também € importante que o fator
estimulador de coibnias (SCM) seja utilizado em condigdes superméaximas. Além
disso, a escolha do soro bovino fetal deve ser feita cuidadosamente devido a

variacéo na atividade dos varios lotes e marcas.

4.1. Medula 6ssea:

Ap6s sacrificar o animal por deslocamento cervical, realizou-se assepsia da
pele com &lcool 70%. ApGs exposigdo do fémur, removeu-se a cartilagem sobre o
orificio na extremidade distal e cortou-se 0 0ss0 Na juncdo superior.

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

O numero de células na suspenséo foi contado em camara hematocitométrica
ap6s diluicdo (1:10) das células em eosina 1% e a concentracdo da suspensdo

celular ajustada para 1x10° células/mL.
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4.2. Bago:

Apos a retirada da medula 6ssea, realizou-se uma pequena inciséo na regiao
lateral esquerda da cavidade peritoneal e o baco foi removido com auxilio de uma
pinca, sendo em seguida lavado em solucéo salina estéril e transferido para um tubo
contendo @ mL de meio RPMI-1640 (Cultilab). A seguir o bagco dos animais foi
macerado para a obtengao de uma suspensao celular.

O numero de células na suspenséo foi contado em camara hematocitométrica
apds diluicsio (1:20) das células em azul de tripan 1% e a concentragdo ajustada para

2x10° células/mL.

4.3. Preparagio das placas de cultura da medula éssea e bagco em meio

semi-sélido:

Preparou-se 0 meio mais agar (Bacto-agar-Difco) o qual consistia de:

e 30% de meic DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Sigma) 2x
concentrado;

e 20% de soro bovino fetal (SBF),

s 50% de agar (concentragéo final 0,3%).

A seguir, adicionou-se ao meio descrito acima, o volume apropriado de células
{1x10° células/mL para a medula 6ssea e 2x1 0° células/mL para o baco) e distribuiu-
se volumes de 2 mL em cada placa de petri (35 mm), j& contendo 100 ul do estimulo
apropriado (SCM). Deixou-se geleificar e incubou-se por 7 dias a 37°C em presenca
de 5% de CO,. Ap6s este periodo, contou-se o nimero de coldnias formadas em

microscopio de disseccdo em aumento de 40x.
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Para estudo morfolégico, as coldnias foram fixadas com glutaraldeido 2,5%
{(viv) e coradas com Luxol Fast Blue/Leishman. A figura 1 mostra o aspecto
microscopico de uma coldnia de células de precursores hematopoiéticos da medula
dssea de camundongo normal, na presenga do meio condicionado de células

esplénicas (SCM).




Figura 1. Aspecto microscopico de uma coldnia de células precursoras

hematopoiéticas da medula 6ssea de camundongo normal, na presenga do meio

condicionado de células esplénicas (SCM). Aumento de 100x e 250x,

respectivamente.

e,

&%
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5. Preparacao do meio condicionado de células esplénicas (SCM):

Bagos de camundongos BALB/c foram removidos sob condigbes assépticas e
passados delicadamente através de peneira de ago inoxidavel estéril.

Preparou-se uma suspensdc com 2x10° células/mL em meic RPMI-1640
(Sigma) contendo 10% de soro bovino fetal.

Adicionou-se ao meio 5x10° moles/L de 2-mercaptoetanol e 1,65 ug/mL de
“‘pokeweed mitogen”.

Incubou-se por 7 dias a 37°C em estufa umida contendo 5% de CO2 no ar.

Centrifugou-se o sobrenadante e filtrou-se em membranas de 0,45 um
(Millipore).

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

A titulacéo deste lote de SCM demonstrou que uma diluicdo de até 1:4 forneceu
resultados que esto dentro dos niveis de resposta supermaxima. Os resultados em
duplicata da titulacéo realizada em cuttura de 7 dias estdo apresentados na tabela

abaixo.
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Titulagao do meio condicionado de células espiénicas (SCM) em presencga de

células de medula 6ssea de camundongos BALB/c:

DILUIGAO SCM CFU-C x 10°*
1:1 109,2 +4,2
1:2 102 +3,5
1:4 1056 + 5,1
1:8 756+ 4,2
1:16 576+40
1:32 34,8+3,0
1:.64 72+12
1:168 0

* Niimero total de células por fémur
Resultados obtidos ern duplicata por diluigéo

6. Obtencdo do soro dos animais para detecgiio da atividade dos fatores
estimuladores de colénias:

O sangue dos animais dos 8 grupos experimentais, foi obtido através de pungéo
do plexo ocuiar, sendo separado em “pools®, centrifugado para obtengéo do soro e
armazenado a -20°C. A presenca de fatores estimuladores de coidnias no soro dos
animais em quest&o, foi determinada pela sua capacidade promotora do crescimento
e diferenciacdo de precursores hematOp;)iéticos da medula éssea de animais
normais.

A atividade estimuladora de colénias foi expressa em unidades por mbL e
determinada a partir da curva de titulagdo do meio condicionado de células
esplénicas (SCM) ilustrada abaixo. De acordo com VAN DEN ENGH & BOL (1975}, a
menor concentragdo capaz de estimular o crescimento de clones & considerada

como 1 unidade de CSF/mL.
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7. Realizagao da curva de sobrevida:

Para o estudo dos efeitos do tratamento com ¢ ECV na sobrevida dos animais
expostos ao chumbo e infectados com Listeria monocytogenes, os animais foram
divididos em quatro grupos experimentais: infectados; expostos ao
chumbo/infectades; tratados com ECV/infectados; tratados com ECV/expostos ao
chumbof/infectados (n=20/grupo). Todos os animais foram infectados
intraperitonealmente corh uma dose letal de Listena monocytogenes (4x10°
bactérias/animal) 3 horas apés a dltima dese de ECV ou chumbo. A seguir, 0s

animais foram observados por um periodo de 30 dias.

8. Peso do bago e timo dos animais submetidos aos referidos tratamentos:
8.1. Peso do Bago:
Apos remocao do bago (como descrito no item 4.2), seu peso foi mensurado em

gramas para posterior analise.

8.2. Peso do Timo:
Apds sacrificar o animai por deslocamento cervical, realizou-se uma inciséo na

regio do térax, estendendo-se até o pescogo e o timo foi removido com auxilio de
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uma pinga, transferido para um tubo contendo salina e mensurado em gramas para

posterior anélise.

9. Contagem diferencial de células da medula éssea:

Apds remogac da medula ¢ssea (como descrito no item 4.1), as células de cada
grupo experimental (6 animais por grupo), foram transferidas para um tubo contendo
5 mL de meio RPMI-1640 (Sigma) e centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos.
Desprezou-se o0 sobrenadante e o “pool” de células de cada grupo foi ressuspenso
em 2 mL de meio RPMI-1840 {Sigma), 500 pl desta suspens&o foram transferidos
para uma iamina de citocentrifugagéo e centrifugadas a 800 rpm durante 5 minutos.

As laminas foram coradas com Leishman e a leitura foi realizada em obijetiva de

100x.

10. Analise estatistica:

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

A curva de sobrevida dos animais foi representada pelo método descrito por
Kaplan-Maier, 1958 (COLLET, 1994). A comparac@o entre os grupos foi realizada
pelo teste de Log-rank {procedimentos ndo paramétricos).

Em todos os grupos estudados, considerou-se estatisticamente significativos

aqueles cujos valores de P foram <0,05.
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RESULTADOS
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1. FEfeitos do ECV sobre o nimero de precursores hematopoiéticos da
medula dssea e do bago de camundongos (CFU-C):

1.1. Medula éssea:

Os resultados obtidos nesta avaliag&o estdo apresentados na figura 2; tabelas
1, 2 e 3 (apéndice).

O tratamento de animais normais com ECV ndo produziu alteragbes na
resposta mielopoiética, quando comparado com ¢ controle. Por outro lado, tanto a
exposicdo ac chumbo como a infecgiio com Listeria monocytogenes nas 48 e 72 hs,
quando avaliados separadamente, causaram uma redugéo significativa no numerc
de CFU-C em relagdc ao controle (n=6, P<0,05 - ANOVA, Tukey). O
comprometimento da resposta mielopoiética foi ainda maior quando os animais foram
expostos ao chumbo e infectados, pois o nimero de CFU-C observado nestes
grupos foi significativamente menor em relagdo ac grupo de animais apenas
infectados nos 3 periodos estudados (24, 48 e 72 hs), (n=6, P<0,05 — ANOVA,
Tukey).

E interessante observarmos nesta figura, que o tratamento com ECV
normalizou os niveis de CFU-C em todos o0s grupos (expostos ao chumbo, infectados
e infectados/expostos ao chumbo), indicando que esta alga conseguiu reverter a
mielossupresséo induzida tanto pelo chumbo como pela infecgéo, assim como pela

presenca de ambos (infecgio/exposicéo ao chumbo).
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1.2, Bago:

Os resultados obtidos nesta avaliacéo estdo apresentados na figura 3; tabelas
4, 5 e 6 (apéndice).

Na cultura clonal de células esplénicas nenhuma alteragéo no nimero de CFU-
C foi observada ap6s o tratamento de animais normais com ECV, quando comparado
ao controle. Porém, quando os animais foram infectados com Listeria
monocytogenes, hematopoiese extramedular foi evidente 48 e 72 horas apds
infeccdio, pois o nimero de CFU-C aumentou em relagéo ao dos animais normais
(n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey). Eniretanto, quando os animais infectados foram
tratados com ECV, ndo observamos atividade hematopoiética extramedular, uma vez
que o nimero de CFU-C observado foi similar ao dos controles.

A exposicdo ao chumbo ndo produziu nenhuma alterag&o significativa neste

parametro em todos os grupos expostos.
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# significativo em relagdo ao CTRL e ECV+Pb
@ significativo em relagdo ao CTRL, | 24hs, Pb/l e ECV+I (48 hs)
x10° * significativo em relagdo ao CTRL, | 24 hs, Pb/l @ ECV+i (72 hs)
20 - £ significativo em relagdo ao CTRL, | e ECV+Pb/| (24hs)
@ significativo em relagdo ao CTRL, Pb/l 24hs e ECV+Pb/l 48hs
§ significativo em relag8o ao CTRL, Pb/l 24hs e ECV+Pb/l 72hs

Numero de CFU-GM/fémur

TCTRL ECV PD

+ ECV

Figura 2. Estudo dos efeitos do ECV sobre o crescimento e diferenciacdo de
precursores hematopoiéticos da medula 6ssea de animais BALB/c expostos ao
acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com Listeria
monocytogenes (4x10% bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados 24, 48
e 72 horas ap0s a infec¢do. n=6, P< 0,05 ANOVA-Tukey.

CTRL.: controle Pb: expostos aoc chumbo ECV+Phb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pb/l: expostos ao ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 Pb/infectados ECV+Pb/I: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao

I: infectados ECV/infectados Pb/infectados
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Figura 3. Estudo dos efeitos do ECV sobre o crescimento e diferenciagéo de
precursores hematopoiéticos do baco de animais BALB/c expostos ao acetato de
chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x10*

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

CTRL: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pb/l: expostos ao ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 Pb/infectados ECV+PDb/I: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao

I: infectados ECV/infectados Pb/infectados
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2. Efeitos do ECV sobre a producéo de fatores estimuladores de colonias:

A producgéo de fatores estimuladores de coldnias foi expressa em unidade por
mL, conforme descrito no item 6 do material & métodos.

O soro de animais controle {(sem nenhum tratamento) e de animais expostos ao
chumbo, lapresentaram uma pequena atividade estimuladora de coldnias (figura 4;
tabelas 7, 8 e 9 - apéndice). Porém, o tratamento com ECV produziu um aumento
nestes fatores, uma vez que a concenfragdo dos mesmos aumentou
significativamente em relacéo aos animais normais (n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey).
Este aumento na concentracio de fatores estimuladores de coldnias em relagéo ao
grupo controle, foi ainda mais evidente nos grupos de animais apenas infectados e
infectados/expostos ao chumbo, para os trés periodos estudados (24, 48 e 72 h),
sendo que o pico maximo de atividade estimuladora de coldnias foi obtido em 48
horas apds infeccéo, em ambos 08 grupos (n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey). Nesses
grupos, infectados e infectados/expostos ao chumbo, o tratamento com ECV
potencializou a producéo de fatores estimuladores de colbnias, pois a concentragéo
dos mesmos aumentou em relagdo aos grupos apenas infectados e
infectados/expostos ao chumbo respectivamente (n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey).
Esta capacidade do ECV induzir um aumento na atividade estimuladora de colénias
também foi evidente nos animais apenas expostos ao chumbo, pois a concentracéo
de fatores estimuladores de colbnias aumentou significativamente em relacéo ao

grupo apenas exposto ao chumbo (n=6, P<0,05 —~ ANOVA, Tukey).
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¥ significativo em relagdo ac CTRL
# significativo em relagdo ao ECV+Pb
{ significativo em relagio ao CTRL e ECV+| 24hs
@ significativo em relagdo ao CTRL, | 24hs e ECV+| (48 hs)
* significativo em relagdo ac CTRL, | 24 hs e ECV+| 72 hs
£ significativo em relacdo ao CTRL, ECV+Pb/I 24hs
25 - @ significativo em relagdo ao CTRL, Pb/l 24hs e ECV+Pb/[ 48hs
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Figura 4. Estudo dos efeitos do ECV sobre a producdo de fatores estimuladores de
coldnias em animais BALB/c expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10
dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x1 0* bactérias/animal - i.p.). O soro

dos animais foi coletado 24, 48 e 72 horas apods a infecgédo. n=6, P< 0,05 ANOVA-

Tukey.

CTRL.: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pb/l: expostos ao ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 Pb/infectados ECV+Pb/l: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao

I: infectados ECV/infectados Pb/infectados
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3. Efeitos do ECV na sobrevida de animais infectados com uma dose letal de

Listeria monocytogenes:

Os resultados obtidos nesta avaliagio estdo apresentados na figura 5. Nesta
figura, podemos observar que os animais apenas infectados apresentaram uma
mortalidade de 100% até o sexto dia apos a infecgdo. O tratamento prévio dos
camundongos com ECV modificou a resisténcia dos mesmos a Listeria
monocytogenes, resultando em 30% de sobrevida neste grupo de animais. Estes
resultados foram significativos entre si (P<0,001 — Curva de Kaplan-Maier, Log-
Rank).

Assim como no grupo apenas infectado, a mortalidade do grupo de animais
infectados/expostos ao chumbo foi de 100%, diferinde apenas no dia em que todas
as mortes ocorreram, gque correspondeu ao quinto dia apés a infecg&o, ndo sendo,
portanto, estes dados significativos entre si. Quando os animais infectados/expostos
ao chumbo foram tratados com ECV, obteve-se 20% de sobrevida neste grupo,
quando comparada ao grupo infectado/exposto ao chumbe (P<0,001 — Curva de
Kaplan-Maier, Log-Rark), deixando evidente que o tratamento com ECV &€ capaz de

proteger os animais infectados, assim como infectados e expostos ao chumbo.
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Figura 5. Avaliagdo dos efeitos do ECV (50 mg/kg) na sobrevida de animais BALB/c
expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com dose
letal de Listeria monocytogenes (4x1 0° bactérias/animal), (n=20, Curva de Kaplan—
Maier, Log-Rank; *P<0,001 em relagéo ao grupo infectado; #P<0,001 em relagao ao

grupo exposto ao chumbo/infectado).
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4. Efeitos do ECV sobre 0 peso do bago e timo dos animais:

4.1. Peso do Bago:

Os resultados obtidos nesta avaliagdo estdo apresentados na figura 6; tabelas
10, 11 e 12 (apéndice).

O peso do baco dos animais apenas tratados com ECV n&o apresentou
diferenca significativa em relag&o ac controle.

Nos grupos infectados, nas primeiras 24 horas ja se cobservou um aumento
significativo deste 6rgdo, em relagdo ao controle (n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey).
Este aumento foi ainda mais evidente nas préximas 48 e 72 horas, uma vez que o
peso do bago dos animais deste grupo aumentou significativamente em relaggo ao
grupo infectado 24 horas (n=6, P<0,056 — ANOVA, Tukey). Entretanto, quando estes
animais foram previamente tratados com ECV, o aumento do bago nestes grupos foi
revertido, atingindo pesos similares ao dos controles.

A exposicdo ao chumbo nfo modificou o peso deste 6rgdo em todos os grupos

avaliados.

4.2, Peso do Timo:
Os resultados obtidos nesta avaliagéo estdo apresentados na figura 7; tabelas

13, 14 e 15 (apé&ndice).
Assim como no bago, nenhuma alteracéo foi observada no peso deste drgéo
nos animais apenas tratados com ECV ou expostos ao chumbo, quando comparados

com © controie.
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A presenca da infecgdo causou redugéo no peso do timo nas 48 & 72 horas, em
relac&o ao controle e infectados 24 hs (n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey). No grupo de
animais expostos ao chumbo e infectados, podemos cbservar que esta reducio do
timo nas 48 e 72 horas foi mais severa, sendo estatisticamente significativa em
relagéo ao grupo apenas infectado nas 48 e 72 horas respectivamente (n=6, P<0,05
— ANOVA, Tukey). E interessante observarmos nesta figura, que o tratamento prévio
com ECV foi capaz de reverter este quadro severo de atrofia induzido tanto pela

presenca da infecgéo, como da infeccao/exposigio ao chumbo concomitantemente.
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Figura 6. Estudo dos efeitos do ECV sobre o peso do bago de animais BALB/c
expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com
Listeria monocytogenes (4x10* bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados

24, 48 e 72 horas apds a infecgdo. n=6, P< 0,05 ANOVA-Tukey.

CTRL.: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pb/l: expostos ao ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 Pb/infectados ECV+Pb/l: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao

I: infectados ECV/infectados Pb/infectados
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x102 @ significativo em relagdo ao CTRL, | 24hs, Pb/l @ ECV+| (48 hs)
4 3 * significativo em relagdo ao CTRL, | 24 hs, Pb/l e ECV+| (72 hs)
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§ significativo em relacdo ao CTRL, Pb/l 24hs e ECV+Pb/l 72hs
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Figura 7. Estudo dos efeitos do ECV sobre o peso do timo de animais BALB/c
expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com
Listeria monocytogenes (4x1 0% bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados
24, 48 e 72 horas ap6s a infecgdo. n=6, P< 0,05 ANOVA-Tukey.

CTRL: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pbil: expostos ao ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 Pb/infectados ECV+Pb/l: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao

I: infectados ECV/infectados Pb/infectados
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5. Efeitos do ECV sobre a contagem diferencial de células da medula 6ssea:

Os resultados obfidos nesta avaliagio estdo apresentados nas tabelas 16, 17 e
18.

Como podemos observar nessas tabelas, a populagio de céiulas da medula
dssea de camundongos normais compde-se de neutrdfilos polimorfonucieares (69%),
linfocitos (16%), promieldcitos/mieléeitos (12%) e mieloblastos (3%).

Quando tratamos esses camundongos com ECV, nenhuma alteracdo nestes
valores foi observada. No entanto, o tratamento com chumbo aumentou a quantidade
de células mais jovens como promielécitos/mielécitos de 12% para 23%, assim como
0 numero de células em mitose. Por outro lado, essas alteragbes produzidas pelo
chumbo ndo estavam presentes nos camundongos previamente tratados com ECV.

No grupo infectado, nas primeiras 24 horas observamos um decréscimo de
neutrofifos PMN de 69% para 51%. Paralelamente, observou-se um aumento de
mieloblastos de 3% para 9% e de promielocitos/mieideitos de 12% para 26%. Nas 48
horas apds a infecgdo, a quantidade de neutrdfiios PMN reduziu para 61%,;
entretanto, houve um acréscimo de mieloblastos (6%) e de promielécitos/mieldcitos
{21%). Nas 72 horas observarmos alteragdo na quantidade de linfocitos, a qual foi
reduzida de 16% para 7%. A celularidade nos camundongos infectados/expostos ao
chumbo ndo apresentou diferencas em relagdo ao grupo apenas infectado. O
tratamento com ECV dos animais infectados e infectados/expostos ao chumbo
produziu uma contagem diferencial semelhante aquela observada para animais

normais.
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Tabela 16. Estudo dos efeitos do ECV sobre a contagem diferencial de células da
medula Gssea de animais BALB/c expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm)
durante 10 dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x1 0* bactériasfanimal -
i.p.). Os animais foram sacrificados 24 horas apds a infecgao.

Contagem diferencial de células da medula éssea

Promielécito | Neutréfilo PMN
Mieloblasto e e Linfécito
Mielocito Metamielocito

0 Células % Céluias o4 Células % Céluigs
% x 10° x 10° % 10° x10

CONTROLE | 3 |405| 12 [1620}| 69 |93,15] 16 |2160

ECV 2 (310} 11 [17,058| 72 {11160} 15 |23,25

i 9 11,70 26 |33,80| &1 66,30 [ 14 | 18,20

Pb 5 1625] 23 |2875| 64 80,00 8 10,00
Pbil 8 (10,00f 25 |3125] &7 71,25 | 10 {1250
ECV+] 5 {700| 14 |1960| 66 92401 15 21,00

ECV +Pb 4 (540 13 [1755| 67 9045 | 16 | 21,60

ECV+Pb/l 5 |725} 16 |2320| 63 {91,355 | 16 |2320

CTRL: controie Ph/l: exposios ao Pb/ ECV+Pb/l: tratados com
ECV: tratados com ECV infectados ECV/expostos ao

(50 mg/kg) durante 10 ECV+I: tratados com Pbfinfectados

dias ECViinfectados

I: infectados ECV+Ph: fratados com

Pb: expostos ao chumbo ECV/expostos ao Pb
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Tabela 17. Estudo dos efeitos do ECV sobre a contagem diferencial de células da
medula 6ssea de animais BALB/c expostos ao acetato de chumbo (1300 ppmj
durante 10 dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x10* bactériasfanimal -
i.p.). Os animais foram sacrificados 48 horas apés a infeccéo.

Contagem diferencial de células da medula 6ssea

Promielécito | Neutrofilo PMN
Mieloblasto e e Linfécito
Mielécito Metamielacito

o, {Céluas| 94 Célutas % Células 9% Células
x 10° x 10° x 10° x 10

CONTROLE | 3 [405| 12 [1620]| 69 19315 | 16 |21,60

ECV 2 | 310 11 |1705| 72 |111,60} 15 12325
I 6 |75 21 |2625| 61 76,25 | 12 | 15,00
Pb 5 |625| 23 {2875 | 64 80,00 8 10,00
Pbil 4 [520| 19 |24,70] 66 | 8580 11 |1430
ECV+l 5 |700] 15 |21,00| 64 | 89860} 16 |2240

ECV+Pb 3 1405) 17 [2295| 66 89,10 | 14 | 18,90

ECV+Pbl/l 4 |58 13 |1885| 70 [101,50| 13 |1885

CTRL.: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pb/l: expostos ac ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 Pb/ infeciados ECV+PDb/l: tratados com
dias ECV+L tratados com ECV/expostos ao

I: infectados ECVfinfectados Pbfinfectado
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Tabela 18. Estudo dos efeitos do ECV sobre a contagem diferencial de células da
medula éssea de animais BALB/c expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm)
durante 10 dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x10* bactérias/animal -
i.p.). Os animais foram sacrificados 72 horas apés a infecgéo.

Contagem diferencial de células da medula dssea

Promielécito | Neutréfilo PMN
Mieloblasto e e Linfécito
Miel6cito Metamielécito

o, |ceas| o | Células o Céluias gy | Celulas
x 10° x 10° x10° x 10

CONTROLE 3 |405| 12 (1620 69 93,15 | 16 |21,60

ECV 2 310 11 [17,056] 72 111160 15 |23,25

I 4 (540} 18 {2430| 71 95,85 7 9,45

Pb 5 |625( 23 |2875| 64 | 80,00 8 10,00
Pb/l 3 |380| 19 (2470} &7 87,10 | 11 | 14,30
ECV+| 2 (270 16 [21860]| €9 9315 | 13 1755

ECV+Pb 4 1520 14 |1820| 67 |[8710) 15 {1950

ECV+Pb/| 2 {280 16 [2240; 69 9660 | 13 | 18,20

CTRL.: controle Ph: expostos ao chumbo ECV+Ph: tratados com
ECV: tratados com ECV Pbil: expostos ao ECV/expostos ac Pb
(50 mg/kg) durante 10 Pb/ infectados ECV+Pbil: tratados com
dias : ECV+I: tratados com ECV/expostos ao

I: infectados ECV/infectados Pb/infectado
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DISCUSSAO
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Os metais diferem de outros agentes iéxicos, pois ndo sdo sintetizados nem
destruidos pelo homem. A maioria dos metais s&o distribuidos por tode o organismo,
fixando-se a varios componentes celulares, de acordo com a sua natureza quimica.
A interacdc entre o ion metalico livre e o sitio alvo resulta no efeito tdxico
(SALGADO, 19886).

Estudos demonstram que o sistema hematopoiético & extremamente sensivel a
agentes {oxicos, como por exemplo o chumbo, uma vez que as células deste
compartimento estdo constantemente em multiplicacéo e diferenciagéo. Desta forma,
exposicio a agentes téxicos pode resultar em uma altéragéo no ndmero e fungdo
dessas células, como alteragdes mielotoxicas que se manifestam através da
destruicdo de elementos sanguineos, inibicdo da funcdo de células maduras,
destruicdo de precursores celulares ou ainda, redugdo do crescimento celular
{METCALF, 1984). A agdo mielotéxica do chumbo pode ser explicada, pelo menos
em parte, por uma agéo do chumbo sobre os radicais sulfidrila, pois estes s&o
importantes nos processos fisiologicos celulares. Um grande nimero de processos
dependentes de grupamentos sulfidrila sdo necessarios para manter as fungbes da
membrana celular, tais como secrecdo, fagocitose, transporte, comunicagéo
interceluiar e sinais de transducéo a superficie. Essas interacdes celulares ocorrem
através de ligacbes com receptores ricos em grupamentos sulfidrila localizados na
membrana celular, que auxiliam a interacdo ligante/receptor. Tais receptores séo,
portanto, extremamente sensiveis a substancias toxicas com &finidade por radicais
sulfidrila (PFEIFER & IRONS, 1985; SALGADO, 1996). Devido ao fatc do chumbo
interagir diretamente com grupamentos sulfidrila através de ligagdes covalentes com

enxofre, ocorre um comprometimento das células hematopoiéticas, pois estas células
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sdo dependentes de interagbes celulares para manterem seu crescimento e
diferenciagdo em equilibrio. Estes achados parecem estar relacionados acs efeitos
mielossupressores do chumbo cbservados neste trabalho.

Um outro modelo de interagdo celular envolvide no comprometimento do
sistema hematopoiético & a infecgdo com Lisferia monocyfogenes. Estudos
demonstram que em animais infectados com este microrganismo h& um decréscimo
no namero de células progenitoras, como macréfagos e neutrdfilos, da medula dssea
e um aumento na atividade estimuladora do soro {(WING et al., 1984; CHEERS &
STANLEY, 1988; DANTAS & QUEIROZ, 1999). Os polimorfonucteares, 0s monécitos
teciduais e as céluias NK atuam no local da infecgéo através de fatores liberados
pelos prdprios fagocitos infectados como IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-¢, formando o
foco infeccioso (ROGERS et al., 1992, 1994; LIU & CHEERS, 1993; MIELKE et al,
1993; TRIPP et al., 1993; KOPF et al., 1994; DALRYMPLE et al., 1995, HUNTER et
al., 1995; LIU & KURLANDER, 1995; SKEEN & ZIEGLER, 1995; UNANUE, 1997).
Desta forma, a migra¢ao das células fagociticas originarias da medula dssea ao local
de replicagdo da bactéria € um componente essencial & resposta primaria da
infeccio com Listeria monocytogenes (NORTH, 1970, BENNET & BAKER, 1977;
LEPAY et al., 1985, ROSEN et al., 1989). Nossos resultados corroboram estas
informacdes uma vez que observamos um decréscimo no numero de precursores
hematopoiéticos para granuiécitos e mécréfagos da medula 6ssea e um aumento na
atividade estimuladora do soro dos animais ap6s infecgo.

Um outro efeito observado foi a redugdo do peso do timo dos animais

infectados e infectados/expostos ao chumbo. Estas alteragbes parecem estar
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relacionadas a variagbes nos niveis de IL-8, induzidas pelo chumbo na presenca da
Listeria monocytogenes, uma vez que elevados niveis desta citocina podem induzir a
producéo de hormdnios glicocorticdides, pela ativagéo do eixo hipotalamico-pituitario-
adrenal (HPA) (MASTORAKOS, CHROUSOS, WEBER, 1893; TERAO, OIKAWA,
SAITO, 1894). A secrecao destes fatores pelos organismos infectados ocorre em
regposta aos mecanismos de defesa ativados pelo estresse (LAZAR et al., 1895),
resultando na involugéo de érgdos linfdides, como o bago e timo (KISHIKAWA et al,,
1897).

BINCOLETTO & QUEIROZ (1996), relataram que animais infectados com esta
bactéria quando expostos ao chumbo apresentam uma diminuigdo da resisténcia.
Isto parece estar relacionado ac comprometimento da resposta imunoldgica devido a
acdo mielotdxica do chumbo sobre macréfagos e neutrdfilos em estagio de
crescimento e diferenciacdo, os quais sdo essenciais para a resisténcia inicial dos
animais infectados com este microrganismo. Estudos demonstram que o chumbo
parece interferir também na imunidade especifica do hospedeiro, reduzindo os niveis
de IFN-y, que é a citocina efetora da ativag&o do macréfago, inibindo, desta forma, a
apresenta¢ao de antigenos as células T CD4" e CD8", as quais atuardo de maneira
especifica na erradicagdo da infeccéo (TIAN & LAWRENGCE 19895; KISHIKAWA et al.,
1997). Nossos resultados confirmam estes achados, visto que o comprometimento
da resposta imunolégica em animais infectados quando expostos ao chumbo foi
significativamente maior quando comparado ac grupo de animais apenas infectados.

No decorrer dos ultimos anos, a Chiorefla vulgans tem despertado o interesse

da comunidade cientifica por exercer seus efeitos sobre as defesas do hospedeiro.
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Muitos autores tém relatado 0 sucesso obtido com a administragdo do extrato de
Chlorella vuigaris (ECV) em animais portadores de infecgbes virais e bacterianas.
Neste sentido, DANTAS & QUEIROZ {1999} demonstraram que a Chiorella vulgaris é
capaz de ativar as células NK e aumentar citocinas do tipo Th1 (IL-1 e IFN-y),
aumentando a resisténcia dos animais a infeccdo com Listeria monocytogenes.
HASEGAWA et al. (1997), também demostraram que a administrag@o oral do ECV a
camundongos C57BL/S, uma linhagem resistente a Listena monocytogenes,
aumentou os niveis de IFN-y, IL-2, IL-1a € TNF-c em camundongos normais e nos
portadores da Sindrome Murina de Imunodeficiéncia Adquirida (MAIDS), ambos
infectados com essa bactéria. Também foi observado uma auséncia de efeitos do
ECV sobre a liberaggo de 1L-10 (QUEIROZ et al. - submetido para publicagio), que
pode ser considerada positiva, uma vez que esta citocina parece suprimir a
imunidade celular na listeriose, através da inibicdo da sintese de IL-1, IL-12, IL-6,
TNF-o, GM-CSF e IFN-y (FREI et ai., 1993; MIELKE et al., 1993; TRIPP et al., 19983,
WAGNER et al., 1994; KELLY & BANCROFT, 1996). Estes achados parecem estar
relacionados aos efeitos protetores do ECV em camundongos infectados com
Listeria monocytogenes como observado em frabalhos anteriores do grupo (DANTAS
& QUEIROZ, 1999; QUEIROQZ et al. — submetido para publicagao).

Um outro efeito imunomodulador do ECV sobre os precursores hematopoiéticos
da medula dssea foi observado neste trabalho. Em animais expostos ac chumbo,
esta alga demonstrou capacidade para a quelagdo de metais. Apesar da auséncia de
dados na literatura sobre a atividade quetante da Chlorella vuigaris em estudos “in

vivo®, os estudos com a Chlorella vulgaris em ambientes aquaticos demonstrando a
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capacidade desta alga em quelar metais como chumbo, cadmio, cromo e niguel
apoiam nossa hipdtese (WILDE & BENEMANN, 1993; LUSTIGMAN et al., 1995;
WONG et al., 1997; CARR et al., 1998; LOPEZ et al., 1998; MATSUNAGA et al,,
1999).

A capacidade da Chlorella vulgaris na quelagdo do chumbo parece estar
relacionada & um componente celular, denominado cloroplasto. WONG et al. (1997),
demonstraram que apos exposi¢do ao chumbo, a parede celular desta alga sofre
uma réapida deterioracéo devido ao acumulo do metal nesta organela, desta forma a
afinidade do chumbo pelo cloroplasto parece estar relacionada a presenca do ion
enxofre em sua constituicdo. Nossos resultados demonstraram que a administraggo
da Chlorella vulgaris reverte a mielossupressao induzida pelo chumbo, sugerindo que
o cloroplasto presente na membrana celular desta alga € capaz de se ligar ao
chumbo, antes gue o mesmo se complexe aos radicais sulfidrila presentes na
membrana das células.

Um grande numero de compostos sintéticos soc empregados na terapéutica
para a quelacdo de metais, tais como o0 2,3-Dimercaptopropanolol (British anti-
Lewisite, BAL), o acido 2,3-Dimercaptosuccinico (DMSA), a D-penicilina e o edetato
dissédico de céicio (CaNa,EDTA). Dentre eles o DMSA & utilizado com sucesso na
terapéutica da guelagdo do chumbo, mercurio e arsénico, especialmente no que se
refere a intoxicagdo de criancas, devido a sua toxicidade relativamente baixa, facil
administracio e principalmente por sua menor quelacéo de nutrientes essenciais
(BESUNDER, SUPER, ANDERSON, 1987; KOSNETT & BECKER, 1998). Apesar do
uso de quelantes no fratamento das intoxicagbes por metfais ser eficaz, estes

agentes ndo sdo destituidos de toxicidade sistémica, pois agem de forma
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inespecifica e podem quelar também nutrientes essenciais ao organismo tais como o
molibdénio, cobre, zinco, manganés, ferro, célcio e magnésio, os quais sdo vitais
para a integridade das fungbes fisiolégicas normais do organismo (GOMES, 1977;
KOSNETT & BECKER, 1998). Desta forma, a descoberta de compostos menos
toxicos, como o uso de substancias de origem natural, a fim de se obter um método
alternativo na terapéutica medicamentosa objetivando um efeito queiante especifico
com ¢ minimo de efeitos colaterais se faz necessario.

Desta forma, os resultados obtidos neste trabalhc sobre a resposta
hematopoiética sugerem que o ECV exerce uma agio quelante em animais expostos
ao chumbo, assim como uma agéo estimuladora sobre o sistema imune em animais
infectados ou infectados/expostos ao chumbo, deixando evidente que esta alga é
capaz de ativar o sistema imunoldgico destes animais e também de diminuir a
toxicidade medular induzida pelo chumbo. Estes dados foram confirmados quando
avaliamos a resisténcia dos animais, visto que o tratamento com ECV produziu uma
maior resistédncia nos animais infectados e infectados expostos ao chumbo, sendo
que observamos uma sobrevida de 30% nos animais infectados e de 20% nos
infectados/expostos ao chumbo em relagdo ao grupe de animais controle, cuja taxa
de sobrevida foi nula.

Diante destes resultados, podemos sugerir que a administragdo do extrato de
Chiorelfa vulgaris, pode ser Util como uma terapia alternativa para pacientes expostos
ao chumbo, minimizando os efeitos toxicos causados por este metal. Novos estudos
“in vivo®, avaliando as propriedades quelantes da Chlorella vulgaris na presenca de
metais séo necessdrios, uma vez que esta alga poderia auxiliar com sucesso &

terapia quelante.
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CONCLUSOES




O presente estudo sobre os efeitos protetores da administracdo do extrato de

Chioreila vulgaris (ECV) em animais expostos ao chumbo e infectados com Listeria

monocytogenes, demonstrou:

aumento no numero de precursores hematopoiéticos para granulécitos e
macrofagos (CFU-GM) da medula Ossea, reduzindo a mielossupressao
induzida peio chumbo, infecgdo ou infecgao/chumbo;

prevencido da hematopoiese extramedular nos animais infectados;

aumento na atividade estimuladora do soro de animais tratados com ECV.
Um aumento nos niveis de CSFs também foi observado nos animais
expostos ao chumbo, infectados e infectados/expostos ao chumbo, quando
previamente tratados com o ECV,

aumento de 30% na sobrevida de animais infectados e de 20% nos
infectados/expostos ac chumbo, quando os mesmos foram tratados com
ECV;

normalizagio no peso do timo em animais infectados e infectados/expostos
ao chumbo/ e no peso do bago em animais infectados, quando tratados com

ECV.
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Tabela 1. Estudo dos efeitos do ECV sobre o crescimento e diferenciacdo de
precursores hematopoiéticos da medula 6ssea de animais BALB/c expostos ao
acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com Listeria
monocytogenes (4x10* bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados 24
horas apods a infeccio.

CFU-GM/FEMUR

Parametros x 10°

N |Controle| ECV | Pb | Pb/i |ECV+l| ECV+Pb | ECV+Pb/I

1 1596 | 17,70 {1582 533 | 7,38 | 1456 | 1566 15,97

2} 1800 | 14,88 [ 14,73 | 552 | 6,97 | 1416 | 14,55 16,34

3| 1845 1461 | 13,78 | 6,44 | 7,29 | 18,13 | 14,40 14,04

4 15,12 1573 {16,97 | 473 | 598 | 1596 12,54 13,92
5 13,38 16,20 | 1364 | 7,08 | 810 {15989 | 1526 15,86
8 14,69 1581 | 1421 488 | 8,00 | 1431 1521 12,65
—)'( 15,93 15,82 | 14,86 | 5,66 | 7,29 | 15,52 | 14,60 14,80
DP| 1,97 1,10 1,30 | 0,92 | 0,77 | 1,51 1,12 1,47
CTRL: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pb#: expostos ao Pb/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pb/l: tratados com
dias ECV+I: fratados com ECV/expostos ao
{: infeciados ECV/infectados Pbfinfectados
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Tabela 2. Estudo dos efeitos do ECV sobre o crescimento e diferenciagioc de
precursores hematopoiéticos da medula 6ssea de animais BALB/c expostos ao
acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com Lisferia
monocytogenes (4x10* bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados 48
horas apds a infecgéo. |

CFU-GM/FEMUR

Parametros x 10°

N |Controle| ECV | Pb PbAl | ECV+l | ECV+Pb | ECV+Pb/I

1] 1596 | 17,70 | 806 | 533 | 363 | 1620 | 1566 15,34

2| 1800 | 1488 | 754 | 552 | 449 11512 | 14,55 13,86

3| 1845 | 1461 | 725 | 644 | 364 | 1469 | 1440 13,50

4 | 1512 1573 | 6,35 | 473 | 3,15 (1246 | 1254 14,04

5 13,38 16,20 | 588 | 7,08 | 473 | 15582 | 15,26 14,85

6 | 1469 1581 | 7,64 { 488 | 451 1308 1521 13,80

X| 15,93 | 15,82 | 7,10 | 5,66 | 4,03 | 14,561 | 14,60 14,23

DP| 1,97 1,10 | 0,82 | 0,92 | 0,64 | 1,45 1,12 0,71
CTRL: controle Pb: expostos ac chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: fratados com ECV Pb/l: expostos ao Pb/ ECV/expostos ao Pb
{50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Ph/l: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/iexpostos ao
I: infectados ECV/infectados Pbfinfectados
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Tabela 3. Estudo dos efeitos do ECV sobre o crescimento e diferenciacdo de
precursores hematopoiéticos da medula dssea de animais BALB/c expostos ao
acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com Listeria
monocytogenes (4x10* bactérias/animal ~ i.p.). Os animais foram sacrificados 72
horas apés a infecgéo.

CFU-GM/FEMUR

Parametros x 10°

N |Controle| ECV ] Pb Pb/l | ECV+l| ECV+Pb | ECV+Pb/I

1 1506 | 1770 (1066 533 | 528 | 1552 | 1566 15,86

2 | 18,00 1488 | 854 | 552 | 546 | 1534 | 14,55 17,26

3 | 1845 1461 | 8562 | 644 | 3,77 | 1599 [ 14,40 15,39

4 | 1512 16,73 110,80 4,73 | 3,51 [ 1404 1254 15,66

$ 13,38 16,20 | 976 | 708 | 541 (1366 | 1526 12,63

6 14,68 1681 | 936 | 488 | 450 (1508 1521 13,38

X | 1593 15,82 | 9,61 | 566 | 4,66 | 14,92 | 14,60 15,03

DP{ 1,97 1,10 | 0,99 | 0,92 | 0,86 | 0,93 1,12 1,71
CTRL: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pb/t: expostos ao Pb/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pb#: tratados com
dias ECV+l: tratados com ECV/expostos ao
I: infectados ECV/infectados Pb/infectados
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Tabela 4. Estudo dos efeitos do ECV sobre o crescimento e diferenciagdo de
precursores hematopoiéticos do bago de animais BALB/c expostos ao acetato de
chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com Listeria monocytogenes {4x10*
bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados 24 horas apés a infecgéo.

CFU-GM/BACO
Parametros x 10°
N [Controle| ECV | Pb Pb/l |ECV+l| ECV+Pb | ECV+Pb/I
1 7,56 3,87 18,72 | 6,84 | 1215} 648 11,07 3,78
2 12,96 7,02 558 | 7,20 | 7,83 | 9,99 11,34 3,87
3 7,02 6,84 576 | 369 | 540 | 1296 3,87 6,84
4 9,89 3,78 (1260]| 756 [ 10,80} 9,45 7.20 7,38
5 7,38 10,26 | 945 | 3,51 702 { 7,38 3,60 9,72
6 6,39 3,69 1458 | 360 { 504 | 10,53 7,02 10,53
X| 855 | 591 |11,12]| 540 | 8,04 | 947 | 7,35 7,02
DP| 2,49 2,63 518 | 1,99 | 2,88 | 2,32 3,35 2,84
CTRL.: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Ph: tratados com
ECV: tratados com ECV Phfl: expostos ao Pb/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg} durante 10 infectados ECV+PbA: tratados com
dias ECV+I: traiados com ECV/expostos ao
I: infectados ECViinfectados Phv/infeciados
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Tabela 5. Estudo dos efeitos do ECV sobre o crescimento e diferenciacic de
precursores hematopoiéticos do bago de animais BALB/c expostos ao acetato de
chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x10*
bactérias/animatl - i.p.). Os animais foram sacrificados 48 horas apds a infecgéo.

CFU-GM/BAGO

Parametros x 10?

N [Controle| ECV I Pb | PbA [ECV+l| ECV+Pb | ECV+Pb/l

1 7,56 3,87 | 6210 168411044 | 3,78 | 11,07 11,70

2| 1286 702 181,00 | 7204 837 [1404] 11,34 9,72

3 7,02 684 | 7245 [369(1638| 7,38 3,87 6,30
4 9,99 3,78 | 1026 17,56 {11,70| 3,87 7,20 5,94
5 7,38 10,26 { 100,80 | 3,51 [ 10,08 | 10,80 ] 3,60 3,51
6 3,69 368 | 6534 1360|1458 1053 | 7,02 7,74

X 8,55 591 | 80,72 | 5,40 | 11,93 | 8,40 7,35 7,49

DP| 249 263 | 17,51 [ 1,99} 3,01 | 412 3,35 2,91
CTRL: controle Phb: expostos ac chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pbil: expostos ao P/ ECV/expostos ao Pb
{50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+PDbA: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao
I: infectados ECV/infectados Pbfinfectados
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Tabela 6. Estudo dos efeitos do ECV sobre o crescimento e diferenciacéc de
precursores hematopoiéticos do bago de animais BALB/C expostos ac acetato de
chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x10*
bactérias/animal — i.p.). Os animais foram sacrificados 72 horas ap6s a infecgo.

CFU-GM/BAGO

Parametros x 10°

N |Controle| ECV | Pb | PbAl |ECV+l| ECV+Pb | ECV+Pb/l

1 7,56 387 |5400) 684 |1440]| 396 | 11,07 5,94

2| 12,96 702 [90,72] 7,20 | 361 | 738 | 11,34 7,56

3 7,02 684 [7560] 369 | 6,84 | 11,34} 3,87 11,52

4 9,99 3,78 | 7371 756 | 945 | 7,74 7,20 10,26

5 7,38 10,26 {9828 | 361 | 7,20 | 7,20 3,60 9,36
6 3,69 369 |6624| 360 | 6,84 | 3,87 7,02 7,38
X 8,55 591 |(76,43| 5,40 | 8,04 | 6,92 7,35 8,67
DP| 249 263 (16,10 1,99 | 3,65 | 2,78 3,35 2,07
CTRL: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Phil: exposios ao Pby/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pb/l: tratados com
dias ECV+i: fratados com ECW/expostos ao
I: infectados ECV/nfectados Pb/infectados
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Tabela 7. Estudo dos efeitos do ECV sobre a produgio de fatores estimuladores de
colonias em animais BALB/c expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10
dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x10? bactérias/animal - i.p.). O soro
dos animais foi coletado 24 horas apos a infecgéo.

Fatores estimuladores de colonias

Unidades/mL
N (Controle| ECV | Pb Pb/l | ECV+l| ECV+Pb | ECV+Ph/l
1 1,0 4.5 97 0,7 9.8 14,7 4.5 14,7
2 0.6 3,3 10,8 0,3 9.3 16,0 3,3 12,5
3 1,2 40 8,2 1,2 72 15,2 3,8 11,5
4 0,7 3,0 10,0 0,2 7.7 14,2 4,2 14,0
5 0,8 3,8 9.0 0,8 8,7 15,0 3,2 11,9
6 1,3 48 8.5 1,5 9,2 15,7 4,7 11,0
X| o9 39 | 94 | 08 | 87 | 15,1 4,0 12,6
DP 0,3 0,7 1,0 0,5 1,0 0,7 0.6 1,5
CTRL.: controle Pb: expostos ao chiumbo ECV+PD: tratados com
ECV; tratados com ECV Pb/l: expostos ao Ph/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pb/k tratados com
dias ECV+I; {ratados com ECV/expostos a0
I: infectados ECV/infectados Pbfinfectados
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Tabela 8. Estudo dos efeitos do ECV sobre a produgac de fatores estimuiadores de
cotbnias em animais BALB/c expostos ac acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10
dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x10* bactériasfanimal - i.p.). O soro
dos an_imais foi coletado 48 horas apés a infecgio.

Fatores estimuladores de colonias

Unidades/mL
N |Controle| ECV | Pb PbA |ECV+i| ECV+Pb | ECV+Pb/l
1 1,0 45 135 | 07 12,0 | 19,3 45 19,2
2 0,5 3.3 14,3 0,3 11,5 | 20,5 3,3 16,3
3 1,2 4.0 11,8 1,2 10,8 | 18,0 3,8 17,2
4 0,7 3,0 14,0 02 11,7 19,7 4,2 18,5
5 0.8 3,8 12,7 0,8 11,0 | 18,7 3.2 16,7
6 1.3 4,8 12,3 1,5 10,5 | 20,0 47 16,5
X! 09 39 (131 08 | 11,3 ] 194 | 4,0 17,4
DP| 0,3 07 | 1,0 | 05 | 06 | 09 | 0,6 1,2
CTRL: controie Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV PbAl: expostos ac Pb/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pbl/l: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao
I: infectados ECV/infectados Phfinfectados
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Tabela 9. Estudo dos efeitos do ECV sobre a producéo de fatores estimuladores de
coldnias em animais BALB/c expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10
dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x10* bactériasfanimal - i.p.). O soro
dos animais foi coletado 72 horas apds a infecgao.

Fatores estimuladores de coldnias

Unidades/mL
N [Controle| ECV | Pb Pb/l | ECV+!| ECV+Pb | ECV+Pb/l
1 1,0 45 5,8 0,7 7,0 11,5 4,5 11,3
2 0,5 3,3 7.3 0,3 6,5 12,7 3,3 12.0
3 1,2 4.0 6,5 1,2 57 11,0 3,8 9.8
4 0,7 3,0 55 0,2 6,3 11,3 42 10,3
5 0,8 3.8 6,8 0,8 8,7 12,3 3.2 11,7
6 1,3 48 6,2 1,5 6,0 12,8 47 10,8
X! 09 39 | 64 | 08 | 64 | 119! 4,0 11,0
pP 0,3 0,7 0,7 0,56 0,5 0,8 0,6 0,8
CTRL: controle Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV PbAl: expostos ao Pb/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pbil: tratados com
dias ECV+L: tratados com ECV/exposios ao
I: infectados ECV/infectados Pb/infectados
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Tabela 10. Estudo dos efeitos do ECV sobre o peso do bago de animais BALB/c
expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com
Listeria monocytogenes (4x10” bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados
24 horas ap0s a infecgao.

PESO DO BACO (gramas)

Parametros x 10?

N [Controle| ECV I Pb | Pb/l |ECV+l | ECV+Pb | ECV+Pb/l
1 20,0 18,8 238 (191 1956 | 183 16,4 18,6
2 18,7 20.1 209 (179 210 [ 184 18,2 19,8
3 20,7 18,5 215 |18,7| 20,7 | 20,2 19,7 20,0
4 18,0 19,1 22,3 | 183 212 | 19,56 18,3 18,2
5 19,3 19,7 220 1174 189 | 178 21,7 18,9
6 19,2 18,5 232 [195) 204 | 19,1 16,8 17,9
X| 193 | 191 | 223 |187] 203 | 189 | 185 18,9
DP 0,9 0,7 1,1 0,9 0,9 0,9 2,0 0,9
CTRL: conirole Pb: expostos ao chumbo ECV+Ph: tratados com
ECV: tratados com ECV Pbil: expostos ao P/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pb/l: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostes ao
I: infectados ECV/infectados Pb/infectados
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Tabela 11. Estudo dos efeitos do ECV sobre o peso do bago de animais BALB/c
expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com
Listeria monocytogenes (4x10* bactériasfanimal - i.p.). Os animais foram sacrificados
48 horas ap6s a infecgio.

PESO DO BAGO (gramas)
Parametros x 10*
N [Controle| ECV | Pb | Pb/l |ECV+I| ECV+Pb | ECV+Pb/I
1 20,0 18,8 27,2 191 17,5 | 211 16,4 20,1
2 18,7 20,1 233 | 179} 20,0 | 192 18,2 207
3 20,7 18,5 30,0 19,7 18,2 | 20,7 19,7 17,4
4 18,0 19,1 29,4 1831 169 | 21,5 18,3 19,6
5 19,3 19,7 26,9 174 197 | 210 | 21,7 19,2
6 19,2 18,5 28,3 19,5| 18,6 | 20,3 16,8 17.8
X | 19,3 191 | 27,5 |18,7| 185 | 206 | 185 19,1
DP| 09 0,7 24 (09| 1,2 | 08 2,0 1,30
CTRL: controle Pb: exposios ao chumbo ECV+Ph: tratados com
ECV: {ratados com ECV Pb/l: expostos ao Pb/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+PbA: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao
I: infectados ECVAnfectados Pb/finfectados
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Tabela 12. Estudo dos efeitos do ECV sobre o peso do bago de animais BALB/c
expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com
Listeria monocytogenes (4x10% bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados
72 horas ap6és a infecgio.

PESO DO BACO {(gramas)

Parametros x 10?

N iControle| ECV I Pb | Pb/l |ECV+l| ECV+Pb | ECV+Pb/i
1 20,0 18,8 229 |191] 180 | 213 16,4 19,4
2 18,7 201 26,7 [17,2] 195 | 200 18,2 18,1
3 20,7 18,5 26,3 (19,7 20,3 | 21,1 19,7 19,0
4 18,0 19,1 267 (183 189 | 22,3 18,3 21,2
5 19,3 19,7 311 174 211 | 20,5 21,7 12,5
6 19,2 18,5 243 1195 19,0 | 20,3 16,8 17,1
X 19,3 19,1 26,3 | 18,7 19,6 | 20,9 18,5 19,1
DP 0,9 0,7 2,8 0,9 1,1 0,8 2,0 1,4
CTRL: controle Pb: expostos ao chumbao ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pbil: expostos ao Pb/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pbil: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao
{: infectados ECV/infectados Pbfinfectados
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Tabela 13. Estudo dos efeitos do ECV sobre o peso do timo de animais BALB/c
expostos ao acefato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com
Listeria monocytogenes {4x10* bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados
24 horas apos a infecgao.

PESO DO TIMO {gramas)
Parametros x 102
N |Controle| ECV | Pb Pb/l |ECV+I{ ECV+Pb | ECV+Pb/]
1 3,54 3,20 3,21 3221 282 | 3,12 3,41 3,20
2 3,39 2,98 3,15 3381 3,11 3,45 2,95 2,89
3 3,27 3,80 289 1281] 325 | 285 3,12 3,15
4 3,30 3,36 2,91 3,20] 298 | 3,50 3,16 3,10
5 3,45 3,24 317 (341 | 3,08 | 2,97 2,99 2,84
6 3,33 3,57 329 |1328]| 3,16 | 3,08 3,07 3,19
Y 3,38 3,36 3,10 [ 3,22 3,07 | 3,16 3,12 3,08
DP 0,10 0,29 017 |0,22} 0,245 | 0,26 0,16 0,14
CTRL: controle Ph: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pb: expostos ao Pb/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) duranie 10 infectados ECV+PDb/l: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao
i: infectados ECV/infectados Pb/infectados
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Tabela 14. Estudo dos efeitos do ECV sobre o peso do timo de animais BALB/c
expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com
Listeria monocytogenes (4x10* bactérias/animal - i.p.). Os animais foram sacrificados
48 horas ap6s a infecgao.

PESO DO TIMO {gramas)
Parametros x 107
N |Controle| ECV | Pb | Pb/l |ECV+l| ECV+Pb | ECV+Pbil
1 3,54 3,20 2698 [322] 1,21 2,87 3.41 2,80
2 3,39 2,98 1,81 3,38 1,19 | 2,82 2,95 3,30
3 3,27 3,80 179 (281 1,43 | 3,10 3,12 2,89
4 3,30 3,36 194 1320 1,27 { 3,00 3,16 2,84
5 3,45 3,24 242 (341 133 | 275 2,99 3,22
6 3,33 3,57 188 (328 1,40 | 2,84 3,07 3,14
X | 338 | 336 | 209 |322! 1,31 | 290 | 3,12 3,03
DP 0,10 0,29 0,38 |0,22} 0,10 | 0,13 0,16 0,21
CTRL.: controle Ph; expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pbil: expostos ac Pb/ ECV/expostos ac Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pb/l: tratados com
dias ECV+I: tratados com ECV/expostos ao
I: infectados ECVinfectados Pbfinfectados
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Tabela 15. Estudo dos efeitos do ECV sobre o peso do timo de animais BALB/c
expostos ao acetato de chumbo (1300 ppm) durante 10 dias e infectados com
Listeria monocytogenes (4x10° bactériasfanimal - i.p.). Os animais foram sacrificados
72 horas apds a infecgao. |

PESO DO TIMO {gramas)
Parametros x 107
N {Controle| ECV | Pb Pb/l | ECV+l| ECV+Pb | ECV+Pb/l
1 3,94 3,20 235 |322] 1,09 | 3,24 3.41 3,18
2 3,39 2,98 184 |3,38] 1,23 | 3,19 2,95 2,98
3 3,27 3,80 1,96 (2,811 1,02 2,95 3,12 2,77
4 3,30 3,36 1,99 320} 1,12 | 3,28 3,16 2,75
5 3,45 3,24 226 |341] 120 | 2,89 2,99 3,21
6 3,33 3,57 237 1328] 1,05 | 3, 15 3,07 2,88
X 338 | 3,36 | 213 [3,22] 112 | 3,12 | 3,12 2,96
DP 0,10 0,29 0,23 |0,22| 0,08 | 0,16 0,16 0,20
CTRL: controie Pb: expostos ao chumbo ECV+Pb: tratados com
ECV: tratados com ECV Pbil: expostos ao Pb/ ECV/expostos ao Pb
(50 mg/kg) durante 10 infectados ECV+Pb/I: tratados com
dias ECV+: tratados com ECV/expostos ao
I: infectados ECV/infectados Phfinfectados
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