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Neste trabalho, investigamos os efeitos do extrato hidroalcoélico de Tabebuia avellanedae
(EHTA) sobre o crescimento e diferenciagfo dos precursores hematopoéticos da medula
Ossea ¢ do bago em animais infectados com Listeria monocytogenes. Foram também
avaliadas alteragdes no peso do bago, atividade estimuladora de colénias do soro e a
resisténcia dos animais 4 infecgfo. Durante 7 dias os camundongos BALB/c foram tratados
com o EHTA com as doses de 125 mg/Kg , 250, 500 ¢ 1000mg/Kg/dia por gavagem.
Finalizando este periodo, os animais foram infectados com uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (4 x 10" bactérias/animal) e sacrificados 24, 48 e 72 horas apés a infecgdo.
Também foi realizada uma curva de sobrevida, utilizando uma dose letal da bactéria (4 x

10%bactérias / animal), onde foi avaliada a resisténcia dos animais a infecgio.

Nossos resultados demonstraram um decréscimo significativo no nimero de precursores
hematopoéticos na medula 6ssea dos animais infectados com Listeria monocytogenes.
Além do mais, também foi observado hematopoese extramedular no grupo infectado em
48 ¢ 72 horas apds a infecgdo. No entanto, quando os camundongos foram previamente
tratados com EHTA (125, 250 e 500mg/Kg) a mielossupressdo induzida pela infeccdio foi

revertida, com a recuperacio dos niveis normais de CFU-GM.

Em relagdo a produgfo de fatores estimuladores de coldnias de células hematopoéticas,
observamos uma maior atividade estimuladora da produciio de CFU-GM no soro dos
animais infectados. Os grupos tratados com EHTA (125, 250 e 500mg/Kg) e infectados
com Listeria aumentou significativamente a atividade estimuladora de col6nias do soro, na
inducdo do ntimero de CFU-GM em relagio aos resultados encontrados em animais
infectados ¢ ndo tratados. Em contraste ao aumento no peso do baco em animais

infectados, nos animais previamente tratados com EHTA apresentaram uma normalizacio

no peso desse Orgéo.

O tratamento com EHTA (125, 250 ¢ 500mg/Kg/dia) aumentou a resisténcia dos animais

infectados com Listeria, em 15, 30 e 30% respectivamente.
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In this work, we ivestigated the effects of Tabebuia avellanedae extract (TAHE) on the
growth and differentiation of bone marrow and spleen hematopoietic progenitors in Listeria
monocytogenes infected mice. Serum colony stimulating activity, weight changes of spleen

and resistance of the animals as they faced infection were also evaliated.

For a period of 7 days BALB/c mice were treated daily with 125, 250, 500 and
1000mg/Kg/day of TAHE by gavage. At the end of this period, the animals were infected

intraperitoneally with a subletal dose (4x104 bacteria/animal) and sacrificed 24, 48 or 72
hours after infection

Our results demonstrated a significant decrease on the number of bone marrow
hematopoietic progenitors in Listeria monocytogenes infected mice at 48 and 72 hours after
infection when compared with compared with control. Moreover, extramedular
hematopoiesis was also observed in the infected group at 48 and 72 hours after infection.
However, when these animals were treated with TAHE (125, 250 and 500mg/Kg), the

myelossupressive efiects produced by infection were reverted, resulting in normal levels of
CFU-GM.

Regarding the production of colony-stimulating factor, we observed that serum from
infected animals presented a higher stimulatory activity on the CFU-GM generation.
Treatment of infected groups with TAHE significantly increased the serum colony-
stimulating activity, since in the CFU-GM number was induced in relation to the only

infected groups.

In contrast to the increased spleen weight found in infected animals, TAHE-treated mice

presented normal spleen weights.

Treatment with TAHE (125, 250 and 500 mg/Kg) also increased resistence of infected

animals, as 15, 30 and 30 % of survivors were obtained in these groups, respectively.

Abstract
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O aproveitamento de recursos naturais vem assumindo valor estratégico para
governos e instituigdes privadas. Como resultado desse fendmeno, o trabatho de prevencio
e estudo de espécies vegetais ganha uma nova expressiio no cenério cientifico.Pau D’Arco,
Ipé Roxo, Peuva e Lapacho sfo nomes populares concedidos a uma arvore da familia das
Bignoneaceaes conhecida por Tabebuia avellanedae Lor.Ex Griseb. Possui madeira pesada
(densidade 1,03 g/cm), dura, resistente e de grande durabilidade, mesmo em condi¢des
favoraveis ao apodrecimento. As drvores da familia das Bignoneaceaes sdo quase
exclusivas de regifes tropicais de ambos hemisférios. (DINNEN & BISUZAKIL, 1977;
ACCORSI, 1988; UEDA, 1993; LORENZI, 2000).

Ha séculos € utilizada pelos indios Tupi-Guaranis, assim como foi pela
populagio dos Incas no tratamento de diversas afecedes.( BORINO, 1981;
MULLER,1999). Atualmente na Europa ¢ Américas é usada como antiinflamatorio, anti-
parasitario,antimicrobiano, antifiingico e por suas propriedades antitumorais. (SANTANA,
1968;GONCALVES DE LIMA, 1971; DUKE ,1985; ALMEIDA, 1990; GUIRAUD,
1994; DINNEN, 1997).

A andlise qualitativa do extrato hidroalcodlico de Tabebuia Avellanedae
(EHTA), mostra a presenca de taninos, saponinas e tragos de lapachol. A ocorréncia de
naftoquinonas em varias espécies do género Tabebuia sfo bastante conhecidas. Lapachol &
uma naftoquinona muito desenvolvida em pesquisas cientificas, devido as inimeras
propriedades medicinais observadas. (GONCALVES de LIMA, 1956, 1962, 1971;
GUIRAUD, 1994).

Um estudo utilizou-se de fenilbutazona e lapachol na mesma concentragio
de150mg/Kg, demonstrou que este Gltimo obteve uma agfo antiinflamatéria superior

ao primeiro, 4 horas ap6s a inoculagdo de Carrageenan nas patas de ratos. ( OGA, 1969:;
ALMEIDA,1990).

A atividade anti-parasitaria do lapachol tem sido observada contra Plasmodium
falciparium, Pvivax (HUDSON et al., 1985; CARVALHO et al., 1988), Trypanossoma
cruzi e Leishmania donovani (BISCARDI et al., 1994; CROFT et al., 1992). Essa atividade
parece estar relacionada a uma efetiva inibi¢io do transporte de elétrons em protozodrios
(SAIZARBITORIA et al,1997)

Intreducic
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Em um outro estudo, administrando-se o extrato aquoso de Tabebuia
avellanedae via intraperitoneal, na dose de 200 mg/Kg, obteve-se uma inibiggo de 44% no
carcinoma de Walker 256 e 32% de inibicio na dose de 500 mg/Kg quando administrado
por via oral. (SANTANA & GONCALVES DE LIMA, 1968)

A atividade antimicrobiana desta planta é encontrada tanto para cepas Gram-
positivas quanto para Gram-negativas. Testes realizados para determinaciio da minima
concentragdo inibitéria (MIC) obtiveram resultados positivos para um grande nimero de
microorganismos patogénicos. Igualmente foi determinado através do método de difusio
em agar, onde o lapachol isolado dessa planta apresenta alta atividade antimicrobiana e
antifingica (ANESINI 1993 ; PORTILLO 2001). O lapachol demonstrou atividade
antifingica superior ao cetoconazole. (GUIRAUD, 1994)

Aleém dos efeitos terapéuticos do lapachol em relagiio a diversas enfermidades,
também tem sido desenvolvido estudos para avaliagio da toxicidade. Um resultado
significativo foi a ocorréncia de uma marcante anemia durante as duas primeiras semanas
de administracdo de lapachol. A continuidade do tratamento apds esse periodo inicial
nfo agravou a anemia instalada, alias houve melhora quadro, trazendo o mimero de células
sanguineas proximo dos valores normais. A elevagsio do tempo de protrombina observada
com a administracio de altas doses em cdes, foi efetivamente controlada através do
tratamento com uma tnica dose de vitamina K. NZo foi observada hemorragia em cdes ou
ratos. (MORRISON, 1970). Mais recentemente avaliou-se o potencial teratogénico do
lapachol em ratos Wistar, administrado em altas concentragdes no perfodo entre o 8° ¢ 12°
dia de gestagdio. Os resultados demonstraram que as fémeas em periodo gestacional nio
foram afetadas, no entanto a taxa de mortalidade fetal de 99,2%, indicou um intenso efeito
abortivo do lapachol em ratos. (GUERRA, 1999).

A presenca de taninos e saponinas ¢ freqiientemente observada em plantas
medicinais. E eles sdo os principais constituintes do Extrato hidroalcodlico de Tubebuia

avellanedae, segundo a analise qualitativa.

A atividades antimicrobianas dos taninos sfo bastante documentadas. O
crescimento de muitos fungos, bactérias e virus sdo inibidos por taninos. A presenca de

taninos em frutas favorece um mecanismo de defesa natural contra infec¢des microbianas.

Introducio
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Relata-se tambem exercer outros efeitos fisiologicos, como: aceleragio da coagulagdo

sanguinea, redugdo da pressdo arterial e modulagiio da resposta imune. (CHUNG et al.
1998)

Um estudo desenvolvido com uma cultura de células esplénicas de animais
imunizados com Ovalbumina (OVA) e tratados com saponinas, observou através da
estimulagio antigénica secundaria in vitro , aumentos nos niveis de IL-2 e IFN-gama.
(ESTRADA et al. , 2000). Utilizando-se de um composto herbal de saponinas (HOT),foi
avaliado em um estudo, que este composto aumentou a resisténcia de camundongos a
infecg@io por Pseudomonas aeruginosa . O tratamento com HOT produziu um aumento na
expressdo de IL-3, GM-CSF e IFN-gama em células do bago, medula e figado. Os
aumentos de IFN-gama observados em camundongos tratados com o composto de
saponinas (HOT), pode contribuir para efeitos protetores contra infeccdes bacterianas,

atraves de ativagio de macrofagos. (KANEKO et al. , 1999).

Modelo experimental de infecciio com Listeria monocytogenes:

O modelo experimental de infec¢fio com Listeria monocytogenes possibilita o
estudo da resisténcia do hospedeiro a bactérias e facilita a avaliagio dos efeitos produzidos
pelo agente em estudo. A infecgio por Listeria em camundongos tem sido extensivamente
utilizada como modelo de interagdo entre parasita e hospedeiro para o estudo da resposta
imunologica (MACKANESS, 1962; HAHN & KAUFMANN, 1981).

Listeria monocytogenes ¢ um bacilo gram-positivo, pertencente a um grupo de
microorganismos de acfo 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 erradicacfio do patégeno.

Ao entrar em contato com o organismo, bactéria deixa a corrente sanguinea,
alojando-se em células fagocitdrias, preferencialmente células hepdticas e macrofagos,
iniciando o processo infeccioso, que envolve além de fagécitos, células T e citocinas (
KAUFMANN, 1993). Apés ser fagocitada, Listeria monocytogenes produz uma toxina
denominada Listeriolisina O (LLO) que lisa o fagolisossomo permitindo sua saida para o

citoplasma, onde ocorre sua proliferacio e conseqiiente migragio para a célula adjacente,

Imredugdo
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dando inicio a sua disseminagdo (NISHIBORI et al, 1996; SOUTHWICK & PURICH,
1996). Assim sendo, a migragfio de células fagocitarias como macrdfagos, granuléeitos e
células natural killer (NK) para o local de replicacio da bactéria, é um componente
essencial para a sobrevivéncia do animal durante a fase inicial da infecgio (NORTH, 1970;
BENNET& BAKER, 1977; LEPAY et al., 1985; ROSEN, GORDON, NORTH, 1989).

Estas células fagocitarias, sdo origindrias das células primitivas pluripotenciais
da medula 6ssea, denominadas células formadoras de coldnias (CFCs), as quais podem dar
origem a qualquer células sanguinea dependendo do estimulo recebido (METCALF, 1984;
QUEIROZ,1988). O crescimento e a diferenciagio dessas células sio modulados pelos
fatores estimuladores de colonias (CSFs) (METCALF, 1984, 1989). Elevados niveis desses
fatores aparecem no soro e tecidos dos animais infectados no periodo inicial da infeccio
com Listeria monocytogenes (WING, 1984, 1985, 1987; YOUNG & CHEERS, 1986).

Os macréfagos sdo as principais células atuantes nessa fase e ao serem
infectados, liberam algumas citocinas pré-inflamatérias: IL-1, IL-6, TNF-alfa e 1L-12 que
estimulam as células NK a secretarem IFN-gama (LIU& CHEERS, 1993; MIELKE,
EHLERS, HAHN, 1993; TRIP, WOLF, UNANUE, 1993; KOPF et al, 1994;
DALRYMPLE et al, 1995, HUNTER, CHIZZONITE, REMINGTON, 1995). Altas
concentragdes de IFN-gama promovem a ativagio do macréfago, conduzindo a uma maior
expressdo das moléculas da classe II do complexo de histocompatibilidade principal (MFIC
calsse3 II). Este complexo apresenta a bactéria a um segundo sistema de defesa do
organismo, que atuara de maneira especifica na erradicacfio da infecgfio, através da acfio de
células T CD4+CD8+ alfa/beta e CD4-CD8- gama/delta (MOMBAERTS et al., 1993).
Diante da mmporténcia das células fagociticas na fase inicial da infecgdo pele Listeria
monocytogenes, a avaliagdo do crescimento e diferenciacio destas células, através da
técnica de cultura clonal de precursores hematopoéticos da medula dssea para granuldcitos
e macrofagos (CFU-GM), € um indicador fiel do grau de comprometimento do organismo
dos animais infectados pelo microorganismo em questgo.

Diante do exposto, avaliamos os efeitos do EHTA sobre o crescimento e
diferenciagdo de precursores hematopoéticos da medula 6ssea ¢ baco para a série
granul6citos e macréfagos (CFU-GM), no modelo experimental de infecciio por Listeria

monocytogenes em camundongos BALB/c. Também foram avaliados a produgdo de

Introduciio
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fatores estimuladores de colonias de células hematopoéticas , as alteragdes no peso do bago

e a resisténcia dos animais a infecgfio, quando tratados com o EHTA.
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Avaliando as repercussdes da infecglio por Listeria monocytogenes sobre o
sistema hematopoético, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos protetores na
administragdo do EHTA em camundongos infectados com esta bactéria, através dos

seguintes parimetros:

Numero de precursores hematopoéticos da medula e bago.

1

Producdo de fatores estimuladores de coldnias de células hematopoéticas.

Resisténcia do animal a uma dose letal de Listeria monocytogenes.

{

Peso do bago.

Ohjetivos
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3. MATERIAL E METODOS
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1. Animais:

Para realizacio dos experimentos foram utilizados camundongos BALB/c
machos, com idade entre 8 e 10 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP.
Apos obtengdo, 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 Tabebuia avellanedae (EHTA) (125,
250,500 E 1000 mg/kg) durante 7 dias;

¢) animais infectados com Listeria monocytogenes;
d) animais tratados com EHTA e infectados;

As doses de Listeria monocylogenes utilizadas neste trabalho, foram
estabelecidas baseadas em estudos preliminares realizados em nosso laboratério
(BINCOLLETO & QUEIROZ, 1996).

2. Listeria monocytogenes:

A bactéria Listeria monocytogenes utilizada para infectar os animais, é um
cocobacilo gram-positivo, anaerobio facultativo, moével por flagelos peritriquios a

temperatura ambiente, facilmente culiivivel em agar-sangue.

Esta cepa foi gentilmente cedida pelo Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Patologia Clinica (Hospital das Clinicas - UNICAMP). Apés a aquisicio,
a bactéria foi submetida a vérios testes bioquimicos que confirmaram sua identidade. Os

testes realizados demonstraram o seguinte:
e Oxidase — positivo
» Catalase — positivo
» Carboidratos — ac¢do fermentativa
o Xilose — negativo

® Manitol - negativo

Material ¢ Métodos —eTTeA
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» Bile esculina - positivo
* Beta hemodlise - positivo

» CAMP-Test: Staphylococcus aureus — positivo Rhodococcus equi -

negativo

Para a manutencdo da patogenicidade desta bactéria, a mesma foi
periodicamente repassada por vinte e cinco vezes em camundongos, através da inocula¢io
intraperitoneal da Listeria monocytogenes em solugio salina 0,9%. Quarenta e oito horas
ap0s a inoculagdio deste microrganismo, os bagos dos camundongos foram isolados em
ambiente estéril, macerados e mantidos em BHI por 24-48 horas. Para obtencdo das
colonias, a Listeria monocytogenes foi plaqueada em dgar-sangue ¢ incubada por 24 horas
em estufa a 37°C. Ap6s o isolamento das coldnias de bactérias, estas foram diluidas até

atingir a concentragfio apropriada para o uso.

No momento da infec¢Bo dos animais, foi necessario determinar o miimero ideal
de microrganismos a ser injetado. A dose ideal nfio deveria provocar a morte do animal
muito rapidamente, para que fosse possivel a avaliagio dos parimetros propostos apds a

infec¢do.

Dessa forma, a bactéria foi incubada em meio de cultura BHI por 24-48 horas a
37°C. As colonias obtidas das culturas frescas de 4gar-sangue foram diluidas em solugdo
salina a0,9% e as concentragdes determinadas por espectrofotometria através da Escala de
McFarland (Vitek Colorimeter).

Para o estudo dos pardmetros imunolégicos e hematologicos foi utilizada a dose
subletal de 4x10* bactérias/animal. Para a avaliacdo da sobrevida dos animais foi necessério

utilizar uma concentracdo letal de 4x106 bactérias/animal, a qual foi inoculada

intraperitonealmente.

A resposta hematopoctica foi avaliada 24, 48 e 72 horas ap6s a infecgio.

Material e Métodos
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3. Tratamento:

3.1. Tabebuia avellanedae:

O extrato hidroalcodlico de Tabebuia avellanedae foi gentilmente cedido por
“Lab. Farmaco Botanico Prof. Walter Radamés Accorsi LTDA”

Para o tratamento dos animais, o0 EHTA, que possui 15% de teor alcodlico e
27% de principio ativo (P.A) , foi diluido em 4gua destilada onde se obteve o extrato nas

concentragdes de 125, 250, 500 e 1000mg/Kg. As concentragdes foram obtidas através dos

seguintes pardmetros:

— Peso médio dos camundongos (25 g) ; quantidade do extrato administrada
por gavagem ao dia ( 0,2 ml ) ; e principio ativo ( P.A ) do extrato ( 27% ).

250 mg 1000¢g

X 25¢g

A concentragdo de 250 mg/ Kg em um camundongo é de 0,00625 g do P.A do

extrato.

EmI100mil hd 27¢g; em 0,1 mlha 0,0027 g de P.A.

0,1 mi 27 ¢

X 0,00625 g do P.A

O volume de EHTA que contém 0,00625 g do P.A é de 0,0231 ml do extrato

em um animal

0,2 - 0,0231 = 0,177 ml ( 4gua destilada ).

Em 0,2 ml do extrato administrado por gavagem na concentraco de 250 mg/Kg
, ha 0,0231 mlde EHTA e 0,177 ml de 4gua destilada.

As demais concentragdes foram obtidas através dos mesmos parimetros.

Muterial e Métodos
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3.2. Protocolo de tratamento
3.2.1. Animais Tratados

Os animais foram tratados com EHTA nas doses de 125, 250, 500 e 1000
mg/Kg/dia, durante 7 dias. Foi realizada a cultura clonal de precursores hematopoéticos da

medula ossea e bago, 24, 48 e 72 horas apds a finalizacio do tratamento.

EHTA - 7 dias >
1
’ 24 b CFULGAM

EHTA - 7 dias ! |
> 48 h : CFU-GM
EHTA — 7 dias }
> 72h: CFU-GM

3.2.2. Animais Tratados e Infectados

Os animais foram tratados com EHTA nas doses de 125, 250, 500 e 1000
mg/Kg/dia, durante 7 dias. Ao final do tratamento os animais foram infectados com Listeria
monocytogenes ¢ sacrificados 24, 48 ¢ 72 horas apds a infecgdio, para a realizacio da

cultura clonal de precursores hematopoéticos da medula dssea e bago

3.3. Obtencdo do Extrato

1- Pau D’ Arco p6 - - 1000 g
2- Agua/dleool - esgotar a planta
Procedimento:

1- Umedece-se o pé com agua fervente:
2- Deixa-se macerar por 2 horas;

3- Passa-se por tamis n°® 10 e acomoda-se o pé no interior do percolador;

Material e Métodos
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4- Apos acrescenta-se mais 3000 ml de 4gua fervente;

5- Deixa-se em repouso por mais 2 horas;

6- Apds percola-se com dgua fervente até esgotamento completo do po,
aproximadamente 9000 mi;

7- Concentra-se o liquido extraido em barnho maria;

8- Coloca-se dlcool, 15%, e mantém-se em repouso por 24 horas em recipiente
fechado;

9- Ap6s filtra-se e envasa-se.

4. Cultura clonal de precursores hematopoéticos da medula éssea e bago de
camundongos (CFU-C):

Para enumerar estas células clonogénicas é importante que todas as células
multipotenciais presenies na cultura sejam induzidas a proliferar e que as condigbes de
cultura sejam ajustadas para se evitar a superposi¢io de colonias na placa de petri e permitir
a identifica¢fio de cada coldonia. Também é importante que o fator estimulador de colonias
(SCM) seja utilizado em condigGes supermaximas. Além disso, a escolha do soro bovino
fetal deve ser feita cuidadosamente devido a variacio na atividade dos varios lotes e

marcas.

4.1. Medula ossea:

Apos sacrificar o animal por deslocamento cervical, realizou-se assepsia da pele
com alcool 70%. Apds exposicio do fémur, removeu-se a cartilagem sobre o orificio na

extremidade distal e cortou-se 0 0sso na jungdo superior.

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

Material e Métodos
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O ntimero de células na suspensdo foi contado em camara hematocitométrica
apés diluicdo (1:10) das células em eosina 1% e a concentracido da suspensfio celular

ajustada para 1x10° células/mL.

4.2. Baco:

Apbs a retirada da medula Ossea, realizou-se uma pequena incisdo na regido
lateral esquerda da cavidade peritoneal e o baco foi removido com auxilio de uma pinga,
sendo em seguida lavado em solucdo salina estéril e transferido para um tubo contendo 9
ml de meio RPMI-1640 (Cultilab). A seguir o bago dos animais foi macerado para a

obtencéo de uma suspensio celular.

O namero de células na suspensiio foi contado em camara hematocitométrica
apds dilui¢do (1:20) das células em azul de tripan 1% e a concentragfio ajustada para 2x105
células/ml..

4.3. Preparagio das placas de cultura da medula dssea e bago em meio semi-sélido:
Preparou-se o meio mais dgar (Bacto-agar-Difco) o qual consistia de:
— 30% de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium-Sigma) 2x
concentrado;
— 20% de soro bovino fetal (SBF);
— 50% de agar (concentraggo final 0,3%).

A seguir, adicionou-se a0 meio descrito acima, o volume apropriado de células
(1x10° células/mL para a medula 6ssea e 2x10° células/mL para o bago) e distribuiu-se
volumes de 2 mL em cada placa de petri (35 mm), j4 contendo 100 pL do estimulo
apropriado (SCM). Deixou-se geleificar e incubou-se por 7 dias a 37°C em presenca de 5%
de CO2. Ap6s este periodo, contou-se o niimero de colnias formadas em microscopio de

disseccdo em aumento de 40x.
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Para estudo morfolégico, as colbnias foram fixadas com glutaraldeido 2,5%
(v/v) e coradas com Luxol Fast Blue/Leishman. A figura 1 mostra o aspecto microscépico
de uma coldnia de células de precursores hematopoéticos da medula dssea de camundongo

normal, na presenga do meio condicionado de células esplénicas (SCM).

Figura 1. Coldnia de células precursoras hematopoéticas da medula 6ssea de

um camundongo normal, em um auvmento de 250x.

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

Bagos de camundongos BALB/c foram removidos sob condigdes assépticas e

passados delicadamente através de peneira de ago inoxidavel estéril.

Preparou-se uma suspensdo com 2x10° células/ml em meio RPMI-1640

(Sigma) contendo 10% de soro bovino fetal.

Adicionou-se ao meio 5x10° moles/L de 2-mercaptoetanol e 1,65 pg/ml. de

“pokeweed mitogen”.
Incubou-se por 7 dias a 37°C em estufa dmida contendo 5% de CO2 no ar.

Centrifugou-se o sobrenadante ¢ filtrou-se em membranas de 0,45 pum

(Millipore).

A atividade funcional do CSF foi determinada através dos estimulos produzidos

sobre o crescimento clonal de células progenitoras hematopoéticas em meio semi-sélido.
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A titulagdo deste lote de SCM demonstrou que uma diluicio de até 1:4 forneceu
resultados que estéo dentro dos niveis de resposta superméxima. Os resultados em duplicata

da titulagdo realizada em cultura de 7 dias estfio apresentados na tabela abaixo.

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

células de medula 6ssea de camundongos BALB/c:

DILUICAO SCM CFU-Cx 107 *
1:1 109.2+42
1:2 102+35
1:4 105,6 +5.1
1:8 75,6 4,2
1:16 57,6 4,0
132 34,8430
1:64 72412
1:168 0

* Nimero total de céfulas por fémur

Resultados obtidos em duplicata por diluigio

6. Obtencio do soro dos animais para deteccdo da atividade dos fatores estimuladores

de colonias:

O sangue dos animais dos 8 grupos experimentais, foi obtido através de pungéo
do plexo ocular, sendo separado em *“pools”, centrifugado para obtencio do soro ¢
armazenado a -20°C. A presenca de fatores estimuladores de coldnias no soro dos animais
em questdo, foi determinada pela sua capacidade promotora do crescimento e diferenciacio

de precursores hematopoéticos da medula ¢ssea de animais normais.

A atividade estimuladora de col6nias foi expressa em unidades por mL e
determinada a partir da curva de titulagio do meio condicionado de células esplénicas

(SCM) ilustrada abaixo. De acordo com VAN DEN ENGH & BOL (1975), a menor
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concentracdo capaz de estimular o crescimento de clones € considerada como 1 unidade de
CSF/mL.

2
120710

100 -
80 4
60 -
40 4

20 A

Numero de coldnias/Fémur

1 m!aidade

7. Realizacfio da curva de sobrevida:

Para o estudo dos efeitos do tratamento com o EHTA na sobrevida dos animais
infectados com Listeria monocytogenes, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais: infectados; tratados com EHTA/infectados; (n=20/grupo). Todos os animais
foram infectados intraperitonealmente com uma dose letal de Listeria monocytogenes
(4::;1{)6 bactérias/animal) 3 horas apds a ultima dose de EHTA. A seguir, os animais foram

observados por um periodo de 30 dias.

8. Peso do bago ¢ dos animais submetidos aos referidos tratamentos:

8.1. Peso do Baco:

Ap6s remo¢do do bago (como descrito no item 4.2), seu peso foi mensurado em

gramas para posterior analise.
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9. Anailise estatistica:

A Andlise de Varidncia foi utilizada para avaliar as variaveis CFU-C/fémur;
CFU-C/bago; fatores estimuladores de coldnias ¢ pesos do bago . O teste de Tukey foi

utilizado quando a anilise de varidncia detectava diferengas significativas entre os grupos.

A curva de sobrevida dos animais foi representada pelo método descrito por
Kaplan-Maier, 1958 (COLLET, 1994). A comparacdo entre os grupos foi realizada pelo

teste de Log-rank (procedimentos nfo paramétricos).

Em todos os grupos estudados, considerou-se estatisticamente significativo

aquele cujos valores de P foram <0,05.
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4. RESULTADOS
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1. Efeitos do KHTA sobre o niimero de precursores hematopoéticos da medula éssea
e do bago de camundongos (CFU-C):

1.1. Medula 0ssea:

Os resultados obtidos nesta avaliagfio estdo apresentados nas figuras 1 e 3;
tabelas 1 e 3.

A infecgdo com Listeria monocytogenes produziu uma redugdo significativa no
nimero de CFU-C em relagdo ao controle, nas 48 e 72 hs. (n=6, P< 0,05 ANQVA,
Tukey).

No entanto, quando foi instituido o tratamento com EHTA prévio 4 infecgio,
observamos uma recuperagdo dos niveis de CFU-C, nesses mesmos tempos, com as
doses de 125, 250 ¢ 500 mg/Kg/dia, indicando que este extrato foi capaz de reverter a
mielossupressdo induzida pela infecgdo. (n=6, P< 0,05 - ANOVA, Tukey).

O tratamento de animais normais com o EHTA ndo produziu alteragdes na

resposta hematopoética, quando comparado ao controle. (n=6, P> 0,05 - ANOVA, Tukey).

1.2. Baco:

Os resultados obtidos pesta avaliagiio estfio apresentados nas figuras 2 e 4;
tabelas 2 e 4.

A infec¢do com Listeria monocytogenes produziu uma acentuada hematopoese
extramedular, nas 48 ¢ 72 hs apds a infecgfio, através do aumento do niimero de CFU-C em
relagdo ao controle (n=6, P<0,05 - ANOVA, Tukey).

No entanto, o tratamento prévio a infecgdo com o EHTA, pode previnir o
desenvolvimento da hematopoese extramedular , nesses mesmos tempos, com as doses

de 125, 250 ¢ 500 mg/Kg/dia. (n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey).

O tratamento de animais normais com o EHTA ndo produzin alteracdes na

resposta hematopoética, quando comparado ao controle. (n=6, P>0,05 - ANOVA, Tukey).
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2. Efeitos do EHTA sobre a produciio de fatores estimuladores de coldnias:

A producgo de fatores estimuladores de colonias foi expressa em unidade por

mL, conforme descrito no item 6 do material e métodos.

Na vigéneia da infec¢fo por Listeria observou-se que o soro do animal induziu
um aumento significativo na formagfio de coldnias em relagio ao controle normal, nas

24, 48 ¢ 72hs apés a infecglo. (n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey).

Também observamos que o tratamento prévio com EHTA potencializou a

atividade estimuladora de colonias (n=6, P<0,05 — ANOVA, Tukey).

Na dose de 125mg, houve indugdo na formagdo do niimero de precursores em

relacfo ao controle normal e em rela¢io ao controle infectado 72h.

Na dose de 250mg também houve a indugfio na formagiio de precursores em

relagdo ao controle e ao controle infectado 24, 48 e 72h apos a infecgdio.

Na dose de 500mg o tratamento induziu a formagdo de precursores em

relag@io ao controle normal em todos os tempos, ¢ em 48 e 72h apds a infecgdo essa dose

induziu a formag&o de colOnias comparado ao controle infectado.

A excegdo foi com a dose de 1000mg/Kg/dia , que ndo foi capaz de induzir a

formacio de precursores hematopoéticos.

Avaliamos que o aumento na formagfo de colonias, foi possivel somente na
vigéncia de infecgdo. O soro dos animais tratados com EHTA e ndo infectados, portanto,

ndo foi capaz de induzir o aumento na formac¢fo de precursores hematopoéticos. (n=6,
P>0,05 ~ ANOVA, Tukey).

3. Efeitos do EHTA sobre o peso do baco dos animais:

Os resultados obtidos nesta avalia¢fio estfio apresentados nas figuras 6 e 7;
tabelas6e 7.

Avaliando o peso do bago apés a infecgdo, observamos que o peso desse drgdo
nfo se altera significativamente 24hs ap6s a infecgfio. No entanto em 48 e 72hs esse
aumento foi observado no peso desse drgdo. (n=6, P< 0,05 - ANOVA, Tukey).

Resultados
33



O peso do bago foi normalizado em animais tratados com EHTA e
infectados com Listeria nas doses de 250 e 500 mg do extrato em todos 0s tempos ap6s a

infecgdo. A dose de 125mg/Kg/dia mostrou atividade apenas em relacfio ao controle
infectado em 24 ¢ 48h. (n=6, P< 0,05 - ANOVA, Tukey).

O tratamento com EHTA em animais normais ndo produziu alteragdes no peso
desse Orgdo, comportando-se dessa maneira, igualmente ao controle. (n=6, P> 0,05 -
ANOVA, Tukey).

4. Efeitos do EHTA na sobrevida de animais infectados com uma dose letal de Listeria

monocytogenes:
Os resultados obtidos nesta avaliacio estdo apresentados na figura 8.

Observamos que a inoculagdio de 4 x 10° bactérias/animal nos animais controle,

promoveu uma mortalidade de 100% até o 8° dia de infecgéio.

No entanto o tratamento prévio a infecciio com a dose de 125 mg/Kg/dia,
promoveu um aumento na sobrevida desses animais, onde 15% sobreviveu até o 30° dia de
avaliag@io. Com 250mg esse aumento foi de 30% e na dose de 500 mg 30% dos animais
sobreviveu até o 30° dia de avaliag@io. No houve sobrevida de animais tratados com a dose
de 1000mg.Esses dados no conjunto corroboram achados prévies de nosso grupo de
pesquisa de que restauragbes das alteragBes hematopoéticas no compartimento de

granulécitos-macrofagos estd associada a maior efetividade da terapéutica.
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CFU-GM/Fémur(x10?)

C* 24hs 48hs 72hs

Figura 1- Estudo dos efeitos do Extrato de Tabebuia avellanedae sobre o
crescimento e diferenciagiio de precursores hematopodticos da
medula dssea de camundongos BALB/c, tratados com as doses : 125,
250, 500 e 1000 mg/kg/dia, por 7 dias e sacrificados 24,48 e 72 horas
apés a infeccio. n=6 , P>0,05 ANOVA-Tukey.

1 G Controle

. Tratados:125mg/Kg/dia Tratados: 500mg/Kg/dia

Tratados: 250mg/Kg/dia Tratados: 1000mg/Kg/dia
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C* 24hs 48hs 72hs

Figura 2- Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciagio de precursores
hematopoéticos do bago de camundongos BALB/c, tratados com as doses de
125, 230, 500 e 1000 mg/Kg/dia, por 7 dias consecutivos. Os camundongos

foram sacrificados 24, 48 e 72 horas apos o tratamento. n=6 , P> (,05.

. | C: Controle

Tratados:125mg/Kg/dia Tratados: 500mg/Kg/dia

Tratados: 250mg/Kg/dia Tratados: 1000mg/Kg/dia
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* Significativo em relagio ao C ¢ Significativo em relagdo a E-24h
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Figura 3- Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciagio de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea de camundongos BALB/c, tratados com as
doses de 125,250, 500 e 1000 mg/kg/dia, por 7 dias e infectados com uma dose
subletal de Listeria monocytogenes(4x10* bactérias/animal ). Os animais foram

sacrificados 24, 48 e 72 horasapds a infeccio n=6 , P<(,05 ANOV A-Tukey

C: Controle Tratados: 250mg/Kg/dia
I:Infectados Tratados: 500mg/Kg/dia
Tratados: 125mg/Kg/dia Tratados: 1000mg/Kg/dia
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Figura 4- Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento ¢ diferenciagiio de precursores
hematopocticos do bago de camundongos BALBY/c, tratados com as doses: 125,
250, 500 e 1000 mg/Kg/dia, por 7 dias ¢ infectados com uma dose subletal de
Listeria monocytogenes (4x10 4bactérias/animal). Os animais foram sacrificados

24, 48 ¢ 72 horas apés a infecgdo n=6 , P<0,05 AN OVA-Tukey.

{: Controle

| I:Infectados Tratados: 500mg/Kg/dia

| Tratados: 125mg/Kg/dia Tratados: 1000mg/Kg/dia

| Tratados: 250mg/Kg/dia
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Figura 5- Estudo dos efeitos do EHTA sobre a produgiio de fatores estimuladores de

colénias em camundongos BALB/c tratados com as doses: 125,250, 500 ¢ 1000

mg/Kg/dia por 7 dias e infectados com Listeria monocytogenes (4x 10°
bactérias/animal — i.p). O soro foi coletado 24, 48 e 72 horas apoOs a infecgo.
n=6 , P<0,05 ANOVA-Tukey.

C: Controle

L:Infectados
Tratados: 125mg/Kg/dia

| Tratados: 250mg/Kg/dia

Tratados: 500mg/Kg/dia

Tratados: 1000mg/Kg/dia
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Peso do Bago (gramas) (x10-%)

C* 24hs 48hs 72hs

Figura 6- Estudo dos efeitos do Extrato de Tabebuia avellanedae sobre o peso do bago de
camundongos BALB/c tratados com as doses: 125, 250, 500 e 1000 mg/Kg/dia
por 7 dias e sacrificados 24, 48 e 72 horas apés a infeccio. n=6 , P>0,05
ANOVA-Tukey.

,3,;3 C: Controle

Tratados: 500mg/Kg/dia

| Tratados:125mg/Kg/dia

Tratados: 250mg/Kg/dia Tratados: 1000mg/Kg/dia
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Peso do Bago (gramas) (x10-%)

C* 24hs 48hs 72hs

Figura 7- Estudo dos efeitos do Extrato de Tubebuia avellanedae sobre o peso do bago de
camundongos BALB/c tratados com as doses: 125, 250, 500 e 1000 mg/kg/dia
por 7 dias e infectados com uma dose subletal de Listeria monocytogenes

(4x10*bactérias/animal ~i.p.} ¢ sacrificados 24, 48 e 72 horas apos a infeccHo.
n=6 , P>0,05 ANOVA-Tukey.

| C: Controle

:Infectados

Tratados: 500mg/Kg/dia

ratados: 125meg/Kg/dia Tratados: 1000mg/Kg/dia

ratados: 250mg/Kg/dia
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Figura 8. Avaliaglo dos efeitos do EHTA nas concentragdes de 125, 250, 500 e
1000mg/Kg/dia, durante 7 dias, no tratamento prévio & infecgfio por Listeria
monocytogenes (4 x 10° bactérias/animal). (n=20, Curva de Kaplan-Maier,

Log-Rank; P<0,01 em relacio ao grupo infectado).
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5. DISCUSSAO

43



Poucos sfo 0s estudos desenvolvidos com o extrato de Tabebuia avellanedae.
Um trabalho onde ratos albinos foram inoculados com carcinoma de Yoshida e tratados
com uma dose didria desse extrato, por via oral, durante 9 dias, demonstrou um aumento

de 85% na sobrevida desses animais. (SANTANA & GONCALVES DE LIMA, 1968).

A andlise da cromatografia de camada delgada do Extrato hidroalcodlico de
Tabebuia avellanedae (EHTA) demonstrou a presenga de taninos e saponinas. Tracos de

lapachol foram observados a partir da anélise espectofotométrica.

Estes compostos sio frequentemente desenvolvidos em trabalhos cientificos e
apresentam repercussdes significativas sobre a resposta imunol6gica de organismos e
culturas de células comprometidas com tumores ou bactérias. (VUCK-PAVLOVIC et al.,
1990; FELDMAN, 1999; KANEKO et al., 1999; ESTRADA et al.,2000)

Um estudo in vitro desenvolvido com uma cultura de monodcitos e linfocitos,
foi estimulada com taninos. Uma outra cultura nfio estimulada, foi usada como controle.
As duas culturas foram incubadas com indutores de IL-1 (Con A) e LPS de E. coli. Os
resultados sugerem que a estimulagiio com taninos aumentou a secrecdo de IL-1-beta
mensurada no sobrenadante da cultura de mondceitos e linfdcitos. O estudo da dose resposta
também sugere que a extensfo da liberagfio de IL-1-alfa é dependente da dose de taninos
administrada e que aumentos na producfo de IL-1-beta por mondcitos precedem o aumento
na proliferagio de linfécitos T. (VUK-PAVLOVIC et al. ,1990) Num outro trabatho onde
células mononucleares humanas do sangue periférico foram expostas a taninos, observou-se

um aumento na secrecdo de IL-1 ¢ TNF-alfa. (FELDMAN et al. , 1999)

Outro estudo desenvolvido com uma cultura de células esplénicas de animais
imunizados com Ovalbumina (OVA) e tratados com saponinas, observou através da
estimulagdo antigénica secunddria in vifro , aumentos nos niveis de IL-2 e IFN-gama.
(ESTRADA et al, 2000). Utilizando-se de um composto herbal de saponinas (HOT),foi
avaliado em um estudo, que este composto aumentou a resisténcia de camundongos a
infec¢lio por Pseudomonas aeruginosa . O tratamento com HOT produziu um aumento na
expressdio de [L-3, GM-CSF e IFN-gama em células do bago, medula e figado. Os

aumentos de IFN-gama observados em camundongos tratados com o composto de

Discussio
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saponinas (HOT), pode contribuir para efeitos protetores contra infecgdes bacterianas,

através de ativag@o de macréfagos. (KANEKO et al. , 1999).

A uma auséneia de estudos in vive na literatura cientifica para os efeitos do
EHTA sobre a resposta imunologica. Nesse sentido , este trabalho demonstra resultados

importantes do EHTA sobre a resposta hematopoética em animais infectados com Listeria

monocytogenes.

Listeria monocytogenes tem sido extensivamente utilizada como modelo
experimental bacteriano intracelular no estudo da resposta imune. (MILON, 1997;
NORTH, 1997). Estudos revelam que linfécitosT e a produgdio de citocinas, possuem um
papel fundamental na determinagfio da evolugfo da resposta inata do hospedeiro contra a
infeccdio bacteriana. (DAUGELAT & KAUFMANN, 1996; ROMAGNANI, 1996).
Entretanto, antes da resposta imune especifica, a intensidade da resposta inflamatdria
produzida por macrofagos e leucécitos polimorfonucleares ao local da infecglio ¢ de
extrema importincia para a sobrevivéncia do hospedeiro na fase inicial da infeccio.
(CZUPRYNSKI et al., 1984; RENNICK et al., 1987; CZUPRINSKY et al, 1997; MOCCI
et al., 1997). Os polimorfonucleares, os mondcitos teciduais e as células NK atuam no local
da infecc@o através de fatores liberados pelos proprios fagécitos infectados como IFN-
gama, il-1, IL-6, IL-12 e TNF-alfa, 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, 1997). Dessa forma a migracio das células
fagociticas originarias da medula ssea, ao local da replicaciio da bactéria , é um
componente essencial a resposta priméria da infecglio por Listeria monocytogenes.

(NORTH, 1970 ; BENNET & BAKER, 1977 ; LEPAY et al.,1985 ; ROSEN et al., 1989)

O envolvimento das células maduras da série monocitica e granulocitica, é
portanto, fundamental para resposta inicial do animal & Listeria monocytogenes. A medula
0ssea, dessa maneira, serve de sitio primdrio na geracdo e maturagio de precursores
hematpoéticos. O crescimento e diferenciagdo das células formadoras de coldnias (CFU-

GM) € acelerado em resposta a Listeria,ocorrendo também um aumento dos niveis de

fatores estimuladores do crescimento celular no soro destes animais.
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Em nosso trabalho, ao estudarmos os efeitos do EHTA sobre o crescimento e
diferenciago dessas células formadoras de coldnias, observamos que esse exirato nio
possui agdo sobre os precursores da medula éssea de animais nfio infectados. Porém quando
os camundongos foram tratados com EHTA e infectados com Listeria, os mesmos
apresentaram um aumento de precursores hematopoéticos de granulécitos-macréfagos
(CFU-GM), 48 e 72 horas apés a infeccfio, com as doses de 125, 250 e 500mg/Kg em
relagdo aos animais infectados. A capacidade diminuida na mobilizacdo de células
progenitoras da medulla 6ssea, parece estar relacionada com um alto grau de mortalidade.
(GERVAIS et al., 1986;ROSEN et al., 1989;). Essa recuperagio do niimero de precursores
da medula Ossea parece ser de particular importancia para a resisténcia dos animais a

infecgéio por Listeria. (QUADROS, SOUZA-BRITO & QUEIROZ, 1999;MELO, JUSTO
& QUEIROZ, 2001)

Os animais infectados nfio tratados apresentaram um nimero diminufdo de
precursores de granulécitos-macrofagos da medula, 48 ¢ 72 horas apés a infeccdio, em
relagdo ao controle normal .Esta diminuigfo estd bem documentada na literatura. (WING
et al, 1984, 1985; CHEERS, 1988; DANTAS & QUEIROZ, 1999;QUADROS, SOUZA-
BRITO & QUEIROZ, 1999). O efeito parece estar relacionado com o aumento da
diferenciagfo destas células primitivas em células maduras , € com a migragiio de células
primordiais da medula 6ssea para outros tecidos hematopoéticos secundérios como o bago.
(NORTH, 1970, LEPAY et al, 1985 ; ROSEN et al ,1989 ; ROGERS et al , 1994;
QUESNIAUX et al, 1996; MURRAY et al., 1998; DEGUCHI et al., 1999). Dessa maneira,
observamos que na vigéncia da infecg@io por Listeria, houve a ocorréncia de importante
prolifera¢do do nimero de precursores hematopoéticos do baco, em 48 e 72 horas apos a
infegdo.

Igualmente observamos, que o tratamento com EHTA em animais nfio
infectados, assim como na medula dssea, também ndo produziu alteragdes sobre o mimero
de precursores hematopoéticos do bago. No entanto, quando os animais foram tratados e
infectados com Listeria monocytogenes, observou-se uma prevencdo da hematopoese

extramedular em 48 e 72 horas ap6s a infeccfo.
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Os fatores estimuladores de colénias tem um papel] importante no crescimento e
diferenciagZo das células precursoras da medula 6ssea. (METCALF, 1984 ; 1989). Qutro
achado importante € que o soro dos grupos tratados com EHTA (125,250,500mg/Kg) e
infectados com Listeria apresentaram uma maior atividade estimuladora de coldnias em
relagéo aos animais infectados nfio tratados em 24, 48 e 72 horas apds a infecgdo. O soro
dos animais controle (nfio tratados), nfio apresentou atividade estimuladora de coldnias,
quando usado como fonte de CSFs frente as células precursoras da medula 6ssea dos
animais normais. Da mesma forma o soro dos animais tratados e nio infectados, também
nio apresentou nenhuma atividade estimuladora de colénias, comportando-se igualmente
ao controle ndo tratado. Avalia-se portanto que o tratamento com EHTA apresenta
estimulagdo sobre os precursores hematopoéticos da medula éssea, somente na vigéncia de

infeccéo.

E demonstrado freqiientemente que animais infectados pela Listerig
monocylogenes apresentam niveis aumentados destes fatores durante a infeccio. A auséncia
dos mesmos parece afetar a granulocitopoese e a monocitopoese na listeriose (ZHAN et al.
. 1988). O EHTA demonstrou aumentar o niimero de precursores hemtopoéticos da medula

Ossea, na vigéneia de infeccdo. Estes parimetros podem estar associados com a

sobrevivéncia do animal.

A resisténcia foi avaliada através da realizagio de uma curva de sobrevida . Os
camundongos tratados por 7 dias e infectados com uma dose letal de 4x10%bactérias /

animal, apresentaram um aumento na sobrevida de 15, 30 e 30% , com as doses de 125, 250

e 500 mg/Kg.

O tratamento com a dose de 1000mg/Kg ndo apresentou resultados importantes
sobre a resposta hematopoética de animais infectados. Um estudo com esse extrato na
avaliagio de sua atividade antitumoral, ressaltou que aumentando a dose do extrato
administrada, ndo verificou-se um aumento significativo da agdo antineopldsica.
(SANTANA, GOCALVES DE LIMA et al., 1968)
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Os resultados desse trabalho, que apresentam a recuperagio da resposta
hematopoctica em camundongos infectados e tratados com EHTA, sugerem que o
tratamento com o EHTA, aumenta a resisténcia dos animais a Listeria monocytogenes,

através da modulagfo da resposta imunolégica em sua fase inespecifica.

Esses dados no conjunto corroboram achados prévios de nosso grupo de
pesquisa de que restauragbes das alteragdes hematopoéticas no compartimento de

granuldcitos-macrofagos, esta associada 4 maior efetividade da terapéutica.
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6. CONCLUSOES
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O tratamento com o EHTA pode previnir a hematopoese extramedular em
animais infectados com Listeria monocytgenes de forma dose-dependente nas doses de 125,

250 e 500mg/Kg/dia.

O tratamento promove aumento da atividade estimuladora do soro em animais

tratados com EHTA e infectados com Listeria, nas doses de 125, 250 e 500mg/Kg/dia.

O peso do bago foi normalizado em animais tratados com EHTA e infectados
com Listeria nas doses de 125, 250 e 500 mg/Kg/dia.

Foi promovido pelo tratamento com as trés doses citadas aumentos na curvas de

sobrevida de 15, 30 e 30% respectivamente.

O tratamento com EHTA promoveu um efeito recuperador no ntmero de
precursores hematopocticos que estavam reduzidos com a listeriose de forma dose-

dependente.

Esses dados no conjunto corroboram com achados prévios de nosso grupo de
pesquisa, de que restauracdes das alteracSes hematopoéticas no compartimento de

granuldcitos-macrofagos estd associada & maior efetividade da terapéutica instituida.
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Tabela 1. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciacio de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea de camundongos BALB/c, tratados com as
doses de 125, 250, 500 e 1000 mgKg/dia, durante 7 dias e sacrificados 24 horas

apos o tratamento.

CFU-GM/Fémur (x10°)

T. avellanedae (24hs)

Animal Ctri* 125 250 500 1000
1 11,30 10,8 9,45 9,72 6,88

2 10,26 3.93 10,26 8,16 7.03

3 9,97 10,11 10,88 11,30 7.28

4 10,29 9,78 12,44 10,45 7,98

5 9,01 3,04 8,24 11,30 7,47

6 9,26 9,44 11,64 9,01 5,76

X 10,11 9,18 10,5 19,08 7,15
DP 0,82 3,67 1,51 1,26 0,74

Ctrl* - Controle

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
230 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 2. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciacdo de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea de camundongos BALB/c, tratados com as

doses de 125, 250, 500 ¢ 1000 mgKg/dia, durante 7 dias e sacrificados 48 horas

apOs o tratamento

CFU-GM/Fémur (x10™)

T. avellanedae (48hs)

Animal Ct)* 125 250 300 1000
1 11,30 10,03 9,18 12,32 7,22

2 10,26 10,53 10,80 16,88 8,16

3 8,97 9,59 11.21 9.45 7,36

4 10,29 10,17 9,02 10,96 7,88

5 9,01 943 10,35 7,39 10,53

6 9,26 9,28 i1,61 9,20 7.48

X 10,11 10,10 10,57 10,16 7,68
DP 0,82 8,56 1,02 1,72 1,23

Ctrl* - Controle

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 3. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciagiio de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea de camundongos BALB/c, tratados com as
doses de 125, 250, 500 e 1000 mgKg/dia, durante 7 dias e sacrificados 72 horas

apos o tratamento.

CFU-GM/Fémur (x107)
Animal Cad* T. avellanedae (72hs)

125 250 360 1000

1 11,30 8,92 9,18 11,88 7.60
2 10,26 10,26 10,08 11,21 10,23
3 9,97 9,40 9,86 10,71 8,75
4 10,29 9,18 8,91 9,76 9,63
5 9,01 11,68 9,94 9,60 10,62
6 9,26 9,94 8,73 12,15 8,08
X 10,11 2,67 9,52 10,96 9,19
DP 0,82 1,00 0,77 4,32 1,20

Ctr¥* - Controle

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 4. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciacio de precursores
hematopoéticos do bago de camundongos BALB/c, tratados com as doses de

125,250,500 ¢ 1000 mg/Kg/dia, durante 7 dias e sacrificados 24 horas.apés o

tratamento.
CFU-GM/Bago (x107)
T. avellanedae (24hs)

Animal Ctrl* 125 250 500 1008
1 11,34 6,21 5,67 7,92 7,20
2 7,56 7,56 4,32 6,84 13,23
3 4,32 4,68 7,02 14,58 6,75
4 7,92 7,20 5,67 6,21 7,20
5 3,42 _ 6,48 1,89 3,60 15,12
6 6,75 7,29 2,52 9,72 10,26
X 7,18 6,84 4,99 7,38 8,73

P 2,82 1,04 1,99 3,74 3,54

Ctri* - Controle

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 5. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento ¢ diferenciacfio de precursores

hematopoéticos do bago de camundongos BALB/c, tratados com as doses de

125,250,500 e 1000 mg/Kg/dia, durante 7 dias sacrificados 48 horas apds o

tratamento.
CFU-GM/Baco (x10°)
Animal Cirl* T. avellznedae (48hs)
125 250 500 1000
1 11,34 2,36 10,08 10,80 9,00
2 7,56 10,35 6.21 5,13 10,35
3 4,32 6,75 4,68 3,78 6,84
4 7,92 9.45 1,89 .36 3,78
3 3,42 5,04 1,98 11,88 12,96
6 6,75 11,70 4,68 5,40 7,92
X 7,15 9,40 7,38 4,68 8.46
DP 2,82 2,44 325 3,04 3,12
Ctrl* - Controle
125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia
1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 6. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciagiio de precursores

hematopoéticos do bago de camundongos BALB/c, tratados com as doses de
123,250,500 e 1000 mg/Kg/dia, durante 7 dias e sacrificados 72 horas apds o

tratamento.
CFU-GM/Bago (x107)
T. avellanedae (72hs)

Animal Cirl* 128 250 500 1600
1 11,34 6,75 4,14 4,68 6,48
2 7,56 3,60 4,32 4,50 15,12
3 4,32 11,88 7.83 9,36 14.04
4 7,92 9,45 4,68 10,80 4,32
5 342 9,00 6,75 7,92 7,56
6 6,75 8,64 3,96 12,42 5,94
X 7,15 3,82 4,50 8,64 7,02

DP 2,82 2,80 1,61 3,22 4,52

Ctrl* - Controle

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia

250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia

500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 7 Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciacfio de precursores
hematopoéticos da medula Ossea de camundongos BALB/c infectados com
Listeria monocytogenes (4x10* bactérias/animal — Lp.). Os animais foram

sacrificados 24 horas ap6s a infecgdo.

CFU-GM/Fémur (x10™)

T. avellanedae + Listeria {24hs)

g .
Animal Ctrl* g §

I 125 250 500 1000

1 11,30 8,67 10,30 9,69 9,76 6,08
2 10,26 921 8,08 11,30 10,92 4,64
3 9,97 8,56 8,33 12,16 10,26 4,80
4 10,29 9,40 9,54 12,06 9,69 4,77
5 9,01 9,18 8,92 13,58 9,90 3,69
6 9,26 8,32 9,52 12,35 9,52 4,59
X 10,11 8,92 9,22 12,1 9,83 4,70
DP 0,82 0,43 0,69 1,2 0,51 0,76

Ctrl* - Controle

Listeria 24,48 ¢72hs — Controle infectado e sacrificado 24h apés respectivamente.

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 8. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciagiio de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea de camundongos BALB/c infectados com
Listeria monocytogenes (4x10" bactérias/animal — 1p.).0s animais foram

sacrificados 48 horas apds a infeccéo.

CFU-GM/Fémur (x107)

T. avellanedae + Listeriz {48hs)

s
Animal Ctrl* s g

= 125 250 500 1000

1 11,30 4.46 7.56 1179 9.45 423

2 10,26 4.08 7.57 9.63 8.37 3.89

3 9,97 432 9.60 11.97 9.90 3.15

4 10,29 3.18 7.84 12.92 8.56 4.16

5 9,01 3.82 9.18 10.64 9.44 4.46

6 9,26 5.22 7.92 10.92 9.18 428

X 10,11 4,20 7,38 11,35 9,31 4,19

DP 0,82 0,68 0,88 1,15 0,58 0,46

Ctrl* - Controle

Listeria 24,48 e72hs — Controle infectado e sacrificado 24, 48 e 72h ap6s respectivamente.

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1600 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 9. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciag@o de precursores
hematopocticos da medula éssea de camundongos BALB/c infectados com
Listeria monocytogenes (4x10* bactérias/animal — ip.). Os animais foram

sacrificados 72 horas ap6s a infecgdo.

CFU-GM/Fémur (x10°)

T. avellanedae + Listeria {72hs)

Animal Ctrl* fg z

% S 125 250 500 1000

1 11,30 5.61 7,99 11,73 9,27 7.04

2 10,26 4.32 7,82 12,63 9,01 6,84

3 9,97 5.79 9,18 11,16 10,45 7,79

4 10,29 5.01 8,07 11,21 9,63 6,12

5 9,01 5.85 9,44 9,99 7.31 5,51

6 9,26 6.12 6,88 11,53 10,44 7,47

X 10,11 5,70 8,03 113 9,45 6,94
DP 0,82 0,66 0,94 0,86 1,16 0,85

Ctrl* - Controle

Listeria 24,48 ¢72hs — Controle infectado e sacrificado 72h apés .

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 10. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento ¢ diferenciagio de precursores
hematopoéticos do bago de animais BALB/c, tratados com as doses de 125,
250, 500 e 1000 mg/Kg/dia, durante 7 dias e posterirmente infectados com
Listeria monocytogenes (4x10° bactérias/animal — ip.). Os animais foram

sacrificados 24 horas ap6s a infeccio.

CFU-GM/Bago (x107)

T. avellapedae -+ Listeria (24hs)

Animal Ctri* & -
2=
ﬁ ,:!i 125 250 500 1000
1 11,34 13,68 17,64 8,04 11,34 20,88
2 7,56 12,60 11,70 9,36 11,70 20,70
3 4,32 9,72 3.90 7,02 15,84 22,68
4 7,92 10,80 10,44 5,04 9,56 21,06
5 3,42 9,45 15,12 6,48 10,80 26,46
6 6,75 11,88 9,60 3,96 12,60 28,71
X 7,15 11,34 11,0 6,75 11,52 21.87
DP 2,82 1,66 3,53 2,06 2,14 3,38

Ctrl* - Controle

Listeria 24 hs Controle infectado e sacrificado 24 hs ap6s.

125 ~ Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 11. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciacio de precursores
hematopoéticos do bago de animais BALB/c, tratados com as doses de 125,
250, 500 e 1000 mg/Kg/dia, durante 7 dias e posteriormente infectados com
Listeria monocytogenes (4x10" bactérias/animal — i.p.). Os animais foram

sacrificados 48 horas apds a infecgio.

CFU-GM/Bago (x167)
T. avellanedae + Listeria (48hs)
Animal Cirl* 'g z

3% 125 250 500 1000

1 11,34 85,50 15,8 10,80 9,36 73,26
2 7,56 20,91 16,2 4,68 12,42 52,92
3 4,32 83,25 22,6 6,75 7.92 67,86
4 7,92 62,37 15,1 6,21 10,80 71,82
5 3,42 76,59 234 10,44 5,67 85,68
6 6,75 67,86 22,7 7,29 10,80 64,17
X 7,15 78,75 194 7,02 10,08 69,8
bP 2,82 9,15 3,98 2,43 241 10,8

Ctri* - Controle

Listeria 48 hs - Controle infectado e sacrificado 48 hs apos.

125 - Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 12. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o crescimento e diferenciacdo de
Precursores hematopoéticos do bago de animais BALB/c, tratados com as
doses de 125, 250, 500 ¢ 1000 mg/Kg/dia, durante 7 dias e posteriormente
infectados com Listeria monocytogenes (4x10* bactérias/animal — ip.). Os

animais foram sacrificados 72 horas apés a infecgfio.

CFU-GM/Bago (x107)

T. avellanedae + Listeria {72hs)

Animal Cerl* p
£2 125 250 500 1000

-
] 11,34 7425 32,68 132 504 45,36
2 7,56 53,82 27,72 3,96 9,45 57,96
3 4,32 70,20 16,20 6.48 3,9 47,61
4 7,92 57,60 17,01 7,56 7,02 63,00
5 3,42 57,42 18,81 4,68 7,92 48,60
6 6,75 70,47 24,82 7,92 9,00 49,14
X 7,15 63,90 20,7 5,58 747 48,87
DP 2,82 8,64 4,60 1,72 2,18 692

Ctrl* - Controle

Listeria 72hs Controle infectado ¢ sacrificado 72hs apés,respectivamente.

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 13. Estudo dos efeitos do EHTA sobre a produgiio de fatores estimuladores de

colbnias em camundongos BALB/c, tratados com as doses de 125,250, 500 ¢

1000mg/Kg/dia, durante 7 dias e infectados com Listeria monocytogenes (4 x

10* bactérias/ animal -i.p.). O soro dos animais foi coletado 24 horas ap6s a

infeccdo.
Atividade Estimuladora de Colénias {CSA) U/ml
Animal T. avellanedae + Listeria {24hs)

Cerl* £

g =
ﬁ E 125 250 500 1000
1 0,35 8,51 10,46 15,25 12,00 0,92
2 0,56 6,17 10,24 14,92 12,83 0,71
3 1,41 9,22 9,86 15,58 13,24 0,84
4 0,82 9,54 10,55 15,37 11,96 1,09
5 0,5 7,42 9,91 15,29 11,22 1,16
6 0,73 2,81 10,47 14,88 12,17 0,95
X 0,64 8,86 10,3 15,27 12,08 0,93
DP 0,37 1,4 0,30 0,26 0,71 0,20

Ctri* - Controle

Listeria 24 hs Controle infectado ¢ sacrificado 24 hs ap6s,respectivamente,

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 14. Estudo dos efeitos do EHTA sobre a produciio de fatores estimuladores de

colonias em camundongos BALB/c, tratados com as doses de 125, 250, 500

e 1000mg/Kg/dia, durante 7 dias ¢ infectados com Listeria monocytogenes (4

x 10* bactérias/ animal - 1.p.). O soro dos animais foi coletado 48 horas apés a

infeccdo.
Atividade Estimuladora de Colénias (CSA) U/ml
T. avellanedae + Listeria {48hs)

Animal Cul* 2

22
2= 125 250 500 1000

-3
1 0,35 11,46 12,3 17,94 13,72 1,31
2 0,56 12,72 12,3 17,56 14,16 0,89
3 1,41 12,89 1,7 17.82 14,21 0,97
4 0,82 11,23 124 18,25 13,25 1,42
5 0,5 12,51 13,1 17,91 13,10 1,53
6 0,73 11,74 12,1 18,31 12,33 1,18
X 0,64 12,12 2,3 17,92 13,48 1,24
DP 0,37 0,70 0,49 0,27 0,71 0,71

Ctrl* - Controle

Listeria 48 hs Controle infectado e sacrificado 48 hs apés,respectivamente.

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 15. Estudo dos efeitos do EHTA sobre a produgio de fatores estimuladores de
colonias em camundongos BALB/c, tratados com as doses de 125, 250, 500
e 1000mg/ Kg/dia, durante 7 dias e infectados com Listeria monocytogenes (4 x
10* bactérias/animal — ip.). O soro dos animais foi coletado 24, 48 e 72horas

apos a infecgdo

Atividade Estimuladora de Colénias (CSA) U/ml

Animal Ctri* T. avellanedae + Listeria (72hs)
£
ey
Za 125 250 500 1000
- T
I 0,35 7,31 9,55 13,22 14,80 0,60
2 0,56 6,25 10,27 12,93 15,23 0.94
3 141 6,44 9,64 13,74 15,77 0,37
4 0,82 5,62 9,22 13,16 14,24 0,42
5 0,5 5,87 10,18 12,85 15,16 0,63
6 0,73 5,79 9,16 13,36 14,12 0,65
X 0,64 6,06 9,59 13,19 14,95 0,61
DrP 0,37 0,61 0,46 6,32 0,61 0,20

Ctrl* - Controle

Listeria 24,48,72hs Controle infectado e sacrificado 24,48 e 72hs apos,respectivamente.

125 — Tratados com EHTA 125mg/Kg/dia
250 - Tratados com EHTA 250mg/Kg/dia
500 - Tratados com EHTA 500mg/Kg/dia

1000 -Tratados com EHTA 1000mg/Kg/dia
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Tabela 16. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o peso do bago de animais BALB/c .Os

animais foram sacrificados 24 horas apés a finalizacfio do tratamento

PESO DO BACO (gramas)

Parimetros x 10 7

Animal Ctrle 125 250 500 16060
1 16,9 15,2 17,2 20,6 247
2 16,1 16,2 15,7 18,9 229
3 i7.3 14,5 15,5 20,2 21,7
4 16,4 154 16,9 19.4 234
5 15,7 13,6 159 19,1 226
6 17,2 13,9 14,8 20,1 23,1
X 16,6 18.9 18,4 19,3 20,3
Dp 0.6 1,0 1,0 L1 1.0

Ctrl*: controle

EHTA: tratados com EHTA ( 125, 250, 500 € 1000 mg/kg ) durante 7 dias , e sacrificados
24h apos.

Apéndice
76



Tabela 17. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o peso do bago de animaisBALB/c.Os

animais foram sacrificados 48 horas ap6s a finalizacio do tratamento

PESO DO BACO (gramas)

Parimetros x 10

Animal Ctrle 125 250 300 1000
1 16,9 22,0 16,1 18.5 27,6

2 16,1 19,9 18,7 19,6 28,0

3 17,3 19,5 16.3 18,3 29,1

4 16,4 21,3 18,1 19,8 274

5 15,7 22,3 18,0 18,9 29.0

6 17,2 22,6 16,2 18,0 29.4

X i6,6 19,2 18,7 18,3 18,7
Dp 0,6 0.9 L11 0,9 Lo

Ctrl*: controle

EHTA : tratados com EHTA ( 125, 250, 500 e 1000 mg/kg ) durante 7 dias e sacrificados
48 horas apbs.
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Tabela 18. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o peso do bago de animaisBALB/c. Os

animais foram sacrificados 72 horas apés a finalizagio do tratamento.

PESO DO BACO (gramas)

Parimetros x 10 2

Animal Ctrle 125 250 500 1000
1 16,9 25,6 21.8 24.6 251
2 16,1 25.8 20,7 19.3 294
3 17,3 272 19,5 20,9 26,4
4 16,4 26,9 21,1 20,3 27.8
3 15,7 253 16,2 19,7 25,6
6 17,2 26,7 17,5 19,8 25,0
X 16,6 19,4 19,1 20,3 18.8
DpP 0,6 1.0 0,5 0,7 0,8

Ctrl*; controle

EHTA : tratados com EHTA ( 125, 250, 500 ¢ 1000 mg/kg ) durante 7 dias e sacrificados
72 horas apos.
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Tabela 19. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o peso do baco de animais BALB/c,
infectados com  Listeria monocytogenes (4x10* bactérias/animal-i.p.). Os

animais foram sacrificados 24 horas apés a infecciio

PESO DO BACO (gramas)

Parametros x 16

Animal Ctrle 1/24hs 125 250 500 1000
1 16,9 23,2 15,2 172 20,6 21,7
2 16,1 21,8 16,2 15,7 18,9 22,9
3 173 22,5 14,5 15,5 20,2 21,7
4 16,4 217 i5.4 16,9 19,4 23,4
5 15,7 233 13,6 15,9 19,1 22,6
6 17,2 21,9 13,9 14,8 20,1 23,1
X 16,6 224 14,8 16,0 19,6 22,5
DP 0,6 0.7 0.9 0,8 0,7 0,7

CtrF*: controle
1 : Infectados (24hs)

EHTA + I : tratados com EHTA ( 125, 250, 500 e 1000 mg/kg ) durante 7 dias ; infectados

e sacrificados 24h apés.

Apéndice
78



Tabela 20. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o peso do bago de animais BALB/c,
infectados com Listeria monocytogenes (4x10" bactérias/animal-ip.). Os

animais foram sacrificados 48 horas apés a infeccio.

PESO DO BACO (gramas)

Parametros x 10 2

Animal Citrle 1/48hs 125 250 500 1000
1 169 27,8 220 16,1 18,5 27,6
2 161 26,9 19,9 18,7 19,6 28,0
3 173 26,1 19,5 16,3 18,3 29,1
4 164 28,0 21,3 18,1 19,8 274
5 157 28,5 223 18.0 18,9 29,0
6 172 276 22,6 16,2 13,0 29,4
X 16,6 274 21,2 17,2 18,8 284
DP 0,6 0.8 1.2 1.5 0,7 0.8

Ctrl*: controle
I:Infectados (48 h)

EHTA + I : tratados com EHTA ( 125, 250, 500 e 1000 mg/kg ) durante 7 dias : infectados
e sacrificados 48 hs apés.
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Tabela 21. Estudo dos efeitos do EHTA sobre o peso do bago de animais BALB/c,
infectados com Listeria monocytogenes (4x10* bactérias/animal-i.p.). Os

animais foram sacrificados 72 horas ap6s a infecgdo.

PESO DO BACO (gramas)

Parametros x 102

Animal Ctrle V'ilhs 125 250 500 1000
i 16,9 279 25,6 21,8 246 25,1

2 16,1 254 258 20,7 19.3 29,4

3 17.3 26,8 212 19,5 20,9 264

4 164 26,2 26,9 21,1 20,3 27,8

5 157 27,1 25,3 16,2 19,7 25,6

6 172 249 26,7 17,5 19,8 25,0

X 16,6 26,3 26,2 19,9 20,7 26,5
DP 0,6 1,1 0,7 1,6 1.9 1,7

Ctrl*: controle
1: Infectados 72h

EHTA + I : tratados com EHTA ( 125, 250, 500 e 1000 mg/kg ) durante 7 dias ; infectados e
sacrificados 72hs apos.
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