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RESUMO

A Chlorella vulgaris (CV) € uma alga microscdpica bastante rica em nutrientes. Além de alto
valor nutritivo, a Chlorella tem demonstrado possuir importantes atividades terapéuticas. Varios
trabalhos do nosso laboratério e outros demonstram os efeitos protetores desta alga contra infec¢des
virais e bacterianas, tumores, entre outros. No presente trabalho avaliamos os efeitos do tratamento
profilatico/terapéutico com a dose de 50mg/Kg/dia de CV sobre a resposta imunohematopoética de

animais normais e portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE).

O estudo dos mecanismos envolvidos na protecdo produzida pela alga frente as alteracdes
induzidas pelo TAE no sistema imuno-hematopoético, demonstrou aumentos significativos na
atividade de células NK, na producao de citocinas com padrdo Th; (IL-2 e INF-y) e na liberacdo de
TNF-a por células esplénicas, paralelamente a uma diminui¢do na produgdo de IL-10 (padrao Thy).
Além disso, o tratamento com CV protegeu o hospedeiro da mielossupressdo provocada pelo
desenvolvimento tumoral, seja agindo diretamente na formacdo e manutencdo do estroma medular,
estimulando a atividade das células estromais, ou ainda estimulando a producdo de citocinas
reguladoras da hematopoese como a IL-6 e a IL-1a. Constatamos ainda que o tratamento com CV
aumenta a atividade estimuladora de coldnias (CSA) no soro de animais portadores de tumor e a
capacidade proliferativa de células esplénicas. Outros resultados que merecem destaque sdo aqueles
relacionados a ativagcdo macrofdgica. Nossos resultados demonstram que, em animais normais, o
tratamento com CV promove aumento significativo nos niveis de TNF-a nos sobrenadantes das
culturas de macréfagos peritoneais e esplénicos sem alterar a produgdo de IFN-y e IL-10. Além disso,
o restabelecimento da produ¢do normal de TNF-o, IFN-y e IL-10 por macréfagos peritoneais de
animais portadores de TAE e reversao parcial dos efeitos produzidos pela presen¢a do tumor na
atividade dos macréfagos esplénicos, também foram observados. Outro efeito do CV sobre macréfagos
peritoneais de animais portadores de TAE foi o estimulo da producao de H,O, e NO;.

Analisando nossos resultados podemos dizer que a CV além de possuir alto valor nutritivo,
capacidade antioxidante e atividade anti-viral e antibacteriana, apresenta importante atividade
imunomoduladora frente ao desenvolvimento tumoral, j& que na presenca do tumor o hospedeiro que
vem recebendo Chlorella é capaz de reagir mais prontamente € com maior vigor na inducdo de
mecanismos essenciais de defesa imunoldgica. Neste sentido, sugerimos que a alga Chlorella vulgaris

pode ser um candidato a agente preventivo e complementar no tratamento do cancer.
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Abstract



ABSTRACT

Chlorella vulgaris (CV) is a microscopic alga rich in nutrients. Besides the high nutritive
value, this alga has shown important therapeutic properties. Many studies from our laboratory and
others have shown the protective effects of CV against viral and bacterial infections, tumors, among
others. In this work we evaluated the effects of the prophylactic/therapeutic treatment with a dose of

50 mg/Kg/day in normal and Ehrlich ascites tumor (EAT)-bearing mice.

The study of the mechanisms involved in the protection produced by the CV against the EAT,
induced alterations in the immune-hematopoietic system; demonstrating significant improvements in
the NK cells activity, Th; (IL-2 and INF-y) and TNF-a cytokines production by mononuclear spleen
cells, concomitantly with the decrease of IL-10 (Thy) production. Moreover, treatment with CV
protected the host of myelosuppression caused by tumor development, it is acting directly in the
formation and maintenance of bone marrow stroma, by stimulating the activity of stromal cells, or
stimulating the production of important hematopoiese regulatory cytokines like IL-6 and IL-1o.. We
are also certain that the treatment with CV increases the colony-stimulating activity (CSA) in the
serum of tumor bearing mice and the proliferative capacity of spleen cells. Other results that deserve
attention are those related to macrophage activation. Our results show that in normal mice, treatment
with CV, promotes significant increase in the TNF-o levels in supernatants of the cultures of
peritoneal and spleen macrophages without altering the production of IFN-y and IL-10. Moreover,
restoration of the normal production of TNF-o, IFN-y and IL-10 by peritoneal macrophages from
animal carriers of EAT and partial reversal of the effects produced by the presence of tumor in the
splenic macrophages activity were also observed. Another effect of CV on peritoneal macrophages of
tumor bearing mice was the stimulation in the production of NO,™ and H,0,.

Looking at our results we can say that the alga Chorella vulgaris in addition to its high
nutritional value, antioxidant capacity and antiviral and antibacterial activities, it also presents
important immunomodulatory activity against tumor development, since that in the presence of the
tumor, the host that has received Chlorella is able to react more promptly and with greater force in the
induction of essential mechanisms of immune defense. Accordingly, we suggest that the alga Chlorella
vulgaris can be a candidate for the preventive and complementary treatment of cancer by strengthening

the immune system.

XVvi



Introducao



Atividade imunomoduladora da alga Chlorella vulgaris em camundongos portadores de TAE

1. INTRODUCAO
1.1. Alga Chlorella vulgaris (CV)

A utilizag@o de terapias complementares por pacientes com cancer é cada vez mais comum.
Tais terapias consistem em um vasto e diversificado conjunto de diagndstico e modalidades
terapéuticas que sao usados pelos pacientes com a intenc@o de curar, reduzir os sintomas do cancer,
minimizar efeitos colaterais dos tratamentos convencionais € promover suporte emocional e
psicoldgico. Cada vez mais, terapias complementares sdo utilizadas com base na crenca de que elas
podem prevenir a ocorréncia do cancer, sendo que os mecanismos de acdo propostos incluem efeitos
diretos contra o cancer, fortalecimento do sistema imunoldgico, eliminacdo de toxinas e melhora dos
mecanismos de auto-defesa do organismo (Verhoef et al. 1999; Ernest and Cassileth 1999). Nos
ultimos anos tém crescido muito o mercado e o interesse por terapias alternativas que utilizam
produtos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas. Aproximadamente 25% das drogas
prescritas mundialmente sdo de origem vegetal e 121 principios ativos de tais plantas sdo de uso
corrente. Das 252 drogas consideradas bésicas e essenciais para a Organizacdo Mundial da Sadde, 11%
sdo exclusivamente de origem vegetal e um ndmero significante de drogas sintéticas é obtido de
precursores naturais (Rates et al. 2001). Estima-se que 60% das drogas antitumorais e
antiinflamatdrias, ja no mercado ou em triagem clinica, sdo de origem natural (Shu et al. 1998).

A Chlorella vulgaris (C. vulgaris, descrita por M.W. Beijernick, 1890) ¢é uma alga verde
unicelular da familia Oocystaceae, bastante rica em nutrientes (Figura 1). Em sua composi¢ao bésica
apresenta 44% de proteinas, 40% de carboidratos e 16% de aminoacidos (Tanaka et al. 1986). Quanto
as vitaminas, a Chlorella contém grande quantidade de beta caroteno, vitaminas C, E, K, By, B,, B,
Bi,, niacina, dcido pantoténico, 4cido fdlico, biotina, colina, inositol, dcido para-aminobenzdico
(PABA). Na sua composi¢dao mineral encontramos quantidades consideraveis de calcio, magnésio,
zinco, cobre, manganés, ferro, enxofre, iodo, fésforo, potdssio, cobalto, selénio, entre outros

(Baianova e Trubachev 1981).

Além de alto valor nutritivo, a Chlorella tem demonstrado possuir importantes atividades
terapéuticas. Varios trabalhos demonstram os efeitos protetores desta alga contra infecgdes virais
(Ibusuki & Minamishima 1990) e bacterianas (Souza-Queiroz et al. 2004, 2008, Dantas & Queiroz
1999), tumores (Hasegawa et al. 2002, Noda et al. 2002, Wu et al. 2005, Cha et al. 2008) e tlcera

péptica (Tanaka et al. 1997). Também sao atribuidos a Chlorella propriedades anti-estresse (Souza-
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Queiroz et al. 2004, 2008), antioxidante (Miranda et al. 2001, Vijayavel et al. 2007) e grande
potencial restaurador da resposta imunolégica em animais neutropénicos (Hasegawa et al. 1990,

Konishi et al. 1990).

Um importante aspecto demonstrado pelo nosso grupo € o importante efeito da alga na
restauracdo da mielossupressao, avaliada através da metodologia para estudo in vitro do crescimento e
diferenciacdo dos precursores hematopoéticos da medula dssea comprometidos com a formagdo de
granulécitos e macrofagos (CFU-GM). A inibi¢cdo desses progenitores hematopoéticos representa um
efeito agudo decorrente do rdpido crescimento de certos tumores, sendo também observada em
condi¢cdes menos invasivas (Dantas & Queiroz 1999, Souza-Queiroz et al. 2004, Queiroz et al. 2003).
A reversdo da mielossupressdo € uma constante que vem sendo observada paralelamente ao aumento
no tempo ou na taxa de sobrevida, com extratos de plantas ou outros produtos naturais, oS quais
apresentam diferentes propriedades bioldgicas, incluindo atividades antibacteriana e antitumoral,

como € o caso da alga Chlorella vulgaris (Dantas & Queiroz 1999, Dantas et al. 1999).

Estudos demonstram que a Chlorella aumenta ndo apenas a quantidade, mas também a
atividade funcional de fagdcitos, principalmente os neutrdfilos, em camundongos neutropénicos pela
exposicdo a quimioterdpicos (Konishi et al. 1990, 1996). Portanto, um mecanismo plausivel para o
aumento da taxa ou duragdo da sobrevida produzida pela ingestdo da alga em animais portadores de
infec¢@o ou tumor pode ser o maior acumulo de granuldcitos e macréfagos no local de crescimento do
agente agressor, em decorréncia da maior geragdo de fagdcitos pelos 6rgdos hematopoéticos, e

possivelmente pela ativagao funcional destas células.

Hasegawa et al (1990) observaram, apds a administracdo oral de Chlorella, aumento na
expressdo génica de citocinas ativas no sistema hematopoético, como a interleucina-12 (IL-12),
interleucina-1a (IL-1a), INF-v, fator estimulador do crescimento de granuldcitos e macréfagos (GM-
CSF) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a). Nao se conhece ao certo o mecanismo pelo qual as
citocinas agem, sozinhas ou de forma sinérgica, para desencadear o trifego de fagécitos da medula
6ssea. E bem aceito o fato de que tanto GM-CSF quanto IL-12 e IL-1a constituem fatores chaves na
promocao da mielopoese e no recrutamento de fagdcitos para a periferia (Metcalf 1985, Wang et al.
1987). Mobilizacdo diferencial de células progenitoras hematopoéticas da medula déssea, onde as
células progenitoras mais maduras (CFU-GM) s@o as primeiras a migrar para a periferia, foi

demonstrada em presenca de IL-12.
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Estudos com o modelo de infec¢do por L. monocytogenes demonstraram que a administragao
oral de Chlorella ativa a resposta imunoldgica inata do hospedeiro, estimulando preferencialmente os
linfécitos Thy, através do aumento na produgdo de IL-2 e INF-y (Queiroz et al. 2002). Os interferons
consistem numa grande familia de proteinas endégenas secretoras, que ndo apenas partilham atividade
antiviral, mas também tém a capacidade de modular a resposta imunoldgica, principalmente através da
estimulagdo de macréfagos e mobilizacdo de células NK, e de inibir a proliferacio e promover a
diferenciacdo de células no organismo. A acdo do interferon enddgeno € local e sua liberacdo se dd em
pequenas concentragdes. O uso terapéutico de interferon recombinante em pacientes com infec¢des
virais ou portadores de doencas malignas sist€émicas € prejudicado pela dificil escolha da melhor via
de administracdo e do regime de tratamento mais adequado. Por estas razdes, a administracao de INF-y
recombinante em pacientes ¢ acompanhada de ampla gama de efeitos adversos. Neste sentido, a
capacidade da Chlorella de induzir uma resposta farmacoldgica apropriada através do estimulo da
producdo endégena de INF-y, entre outras citocinas, ¢ uma ferramenta ttil que visa, principalmente,
aumentar ou restabelecer os mecanismos de defesa préprios do organismo para agir contra agentes
nocivos. Estudos realizados em camundongos C57BL/6 knockout para o gene de INF-y confirmaram a
importancia desta interleucina na prote¢do de animais infectados com Listeria monocytogenes. Os
resultados mostraram que, enquanto 100% dos animais controle, integros para o gene de INF-y
sobrevivem a infeccdo, animais knockout sdo rapidamente eliminados. Da mesma forma, observamos
auséncia de protecdo nos animais knockout para INF-y infectados e tratados com Chlorella,
corroborando dados da literatura sobre a importancia desta citocina na protecdo conferida pela alga

(Queiroz et al. 2003).

A inibi¢do do crescimento tumoral e o concomitante aumento da resisténcia contra o tumor tém
sido observados apds tratamento com CV em animais portadores de tumor Meth A (Tanaka et al.
1990). Carotendides presentes no extrato etandlico da alga aumentam a apoptose € inibem o
crescimento de linhagem celular de cancer de c6lon humano - HCT-116 (Cha et al. 2008), ja o extrato
fendlico diminui a proliferacdo de linhagem celular de hepatoma humano - HepG2/C3A (Wu et al,
2005). Glicoproteinas isoladas da C. vulgaris ndo possuem apenas atividade antimetastatica (Tanaka et
al. 1998), mas também protegem o hospedeiro contra mielossupressdo induzida por 5-fluorouracil
(Konishi et al, 1996) e inibem a progressao tumoral (Morimoto et al. 1995). Neste sentido, em

pacientes com glioma maligno submetidos a quimioterapia, a administracao da alga produziu uma
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significante recuperacdo de componentes celulares e fungdes do sistema imune, reduzindo a
reincidéncia do glioma depois de 2 anos de estudo (Merchant et al. 1990).

Apesar dos importantes efeitos demonstrados pela Chlorella como agente quelante,
antioxidante, antiviral e antibacteriano, os mecanismos imunoldgicos responsdveis pela atividade

protetora frente a neoplasias ainda ndo estdo bem esclarecidos na literatura.

Figura 1: A) Alga Chlorella vulgaris in natura; B) P6 da alga; C) Célula da alga.

1.2. Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

Desde sua descricdo como um adenocarcinoma mamdrio murino em 1905, o TAE (Figura 2)
tem sido amplamente utilizado em estudos fisiopatoldgicos associados aos efeitos sist€émicos da
evolucdo temporal do tumor, devido ao seu rdpido crescimento € comportamento agressivo (Sakai et
al. 2006). O TAE oferece inimeras vantagens como modelo tumoral experimental para a avaliacao das
atividades e mecanismos antitumorais de diferentes compostos. Tais vantagens incluem, basicamente,
sua inespecificidade frente a diferentes linhagens murinas, sendo facilmente transplantidvel, com
porcentagem de “pega” de até 100%. Além disso, diferentes vias de inoculagdo podem ser utilizadas
para a administragdo das células tumorais, possibilitando desde o crescimento subcutineo de tumores
solidos, até a formacao abundante de liquido ascitico como resultado da inoculacdo de uma suspensao
de células tumorais na cavidade peritoneal dos animais. Desta forma, as células do TAE crescem
rapidamente em praticamente qualquer espécie de camundongos, podendo induzir tumores sélidos ou

asciticos que levam o hospedeiro a morte, mesmo quando administradas em doses extremamente

baixas.

Figura 2: A) Camundongo portador de TAE; B) Esfregaco do liquido ascitico de camundongo portador de TAE

corado com Giemsa. Células mononucleares (M) e células tumorais (T); C) Células de TAE coradas com PAS.
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Como muitos outros tumores experimentais, o tumor de Ehrlich produz alteracdes severas no
sistema hematopoético do hospedeiro (Pessina et al. 1982a, b, Morales et al, 1999). Neste sentido, o
envolvimento de fatores soliveis produzidos pelas células tumorais ou pela interagdo tumor-
hospedeiro nos mecanismos homeostaticos da medula 6ssea tem sido proposto. Pessina et al (1982b),
verificaram que o pré-tratamento in vivo de células de medula 6ssea normal com fluido ascitico de
Ehrlich produz redu¢do severa no nimero de colOnias de células hematopoéticas, formadas a partir de
células precursoras da medula 6ssea e de células pluripotentes, sendo que o compartimento
granulocitico-macrofagico foi mais sensivel aos efeitos provocados pelo crescimento tumoral. Em
relacdo ao envolvimento da imunidade celular, Marusic (1979), em estudo da resposta imune contra o
TAE utilizando camundongos deficientes em células T, comprovou que a imunidade desenvolvida

frente a este tumor é também dependente das células T.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a supressao da resposta imunoldgica do tipo celular
mediada por macréfagos (Fecchio et al. 1990, Bincoleto et al. 2005), linfécitos T (Segura et al. 1997,
2000) e células NK (Valadares et al. 2006a, Sheeja & Kuttan 2007) é conseqiiéncia inevitdvel da
progressao tumoral. Varios mecanismos t€m sido descritos como sendo responsdveis pela supressdao
imunoldgica induzida pelo tumor, incluindo a regulagcao negativa de fatores humorais (Valadares et al.
2004, Justo et al. 2003), a producdo de citocinas imunossupressoras (Yamamoto et al. 2005), e a
inducdo de macréfagos (Mantovani et al. 1992, Elgert et al. 1998) e células T supressoras (Utsumi et
al. 1990). Durante o desenvolvimento do TAE ocorre migracdo do fenétipo Th; para o Th, com
conseqiiente inibicdo da liberacdo de 1L-2, IFN-y e TNF-o (Yamamoto et al. 2005, Grynberg et al.
1999), reducdo da capacidade citotoxica de células NK (Valadares et al. 2003), aumento nos niveis de
IL-10 (Valadares et al. 2004) e de PGE, (Valadares et al. 2006a, Bincoleto et al. 2005, Pelus &
Bockman 1979), acompanhado de reduzido influxo de células inflamatérias na cavidade peritoneal.

A polarizagdo da resposta Th; para Thy que ocorre no TAE suprime a resposta imunoldgica
celular, através da liberacdo de citocinas supressoras, como a IL-10, que reduzem a producdo,
migracdo e ativacdo de macréfagos, neutréfilos, células NK e linfécitos T, exacerbando a resposta
inflamatdria e levando o animal a morte (Ruiz de Morales et al. 1999, Segura et al. 1997, Valadares et
al. 2003, Valadares et al. 2004, Justo et al. 2003, Parhar & Lala 1988). Resultados encorajadores vém
sendo obtidos com o emprego do TAE no estudo da atividade antitumoral e imunoreguladora de

diversos compostos (Valadares et al. 2003, 2004, 2006b, Justo et al. 2003, Queiroz et al. 2008,
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Cezamar et al. 2002, Matsuzaki et al, 2003, Gupta et al. 2004, Sunila & Kuttan 2004). Um perfil da
resposta terapéutica dos compostos avaliados consiste na reversdo da mielossupressdao e do aumento na
hematopoese esplénica induzidos pelo tumor (Valadares et al. 2006b, Queiroz et al. 2008). Tais
resultados, juntamente com trabalhos da literatura corroboraram para o emprego do tumor de Ehrlich
como modelo tumoral experimental e também sua utilizacdo em estudos da atividade
imunomoduladora de diferentes compostos.

Neste sentido, no presente estudo avaliamos os efeitos do tratamento profilatico/terapéutico
com a alga Chlorella vulgaris sobre a resposta imunohematopoética de animais normais e portadores

de tumor ascitico de Ehrlich.
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2. OBJETIVOS

Diante do exposto e observando a escassez de trabalhos que avaliam a atividade desta alga

frente a tumores, nosso trabalho teve como objetivo estudar a atividade imunomoduladora da alga

Chlorella vulgaris em camundongos portadores de TAE. Para tanto, avaliamos a acao da Chlorella

vulgaris (CV):

¢ na sobrevida de animais portadores de TAE;

¢ na manutencdo da hematopoese pelo microambiente medular por meio de cultura de longa
duracdo da medula 6ssea (Long Term Bone Marrow Culture - LTBMC), assim como a
producdo das citocinas IL-6 e IL-1a no sobrenadante da cultura;

¢ na atividade estimuladora de colonias (Colony stimulating activity — CSA) de células
hematopoéticas no soro dos animais;

¢ na atividade de células NK;

¢ na capacidade proliferativa de células mononucleares esplénicas, bem como a produgdo de
TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-10 por estas células;

¢ na atividade de macréfagos através da determinacdo dos niveis de TNF-a, IFN-y, IL-10,

peroxido de hidrogénio e nitrito.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Alga Chlorella vulgaris (CV)

A alga Chlorella vulgaris seca, foi gentilmente cedida pelo Dr. Hasegawa (Research
Laboratories, Chlorella Industry Co. Ltd., Fukuoka, Japan). Andlises quimicas realizadas por Tanaka
et al. (1986) revelaram que CV contém 44.4g de proteina, 39.5g de carboidrato e 15.4g de acido
nucléico em cada 100g (peso seco) do material total. Nao foram detectados lipideos. Para o tratamento
dos animais, 50 mg/Kg de CV foi ressuspenso em dgua destilada a 40°C e administrado por via oral,
durante 10 dias antes da inocula¢io do tumor e até a data de sacrificio dos animais (3°, 8° ou 13° dias

apo6s a inoculagdo do tumor).

3.2. Animais

Para a realizac@o dos experimentos foram utilizados camundongos machos BALB/c com idade
aproximada de 6 a 8 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno, forradas com maravalha estéril e tampadas com grades
inoxidadas, em sala climatizada com temperatura constante de 26 + 2°C, com ciclos de claro-escuro de
12 h. Ragdo e 4gua estéreis foram fornecidas aos animais ad libitum. Os experimentos com animais
foram realizados de acordo com os protocolos da Comissdo de Etica na Experimentacio Animal

(CEEA) — IB — UNICAMP (Certificado de Aprovacao do Projeto de Pesquisa - protocolo n® 662-1).

3.3. Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

A linhagem tumoral de Ehrlich é mantida nas dependéncias do nosso laboratério através de
sucessivas passagens intraperitoneais entre animais. As células tumorais de Ehrlich crescem de forma
ascitica na cavidade peritoneal de camundongos.

Para o desenvolvimento do Tumor de Ehrlich, camundongos foram inoculados
intraperitonealmente (ip) com 0,2 mL de uma suspensio de células tumorais contendo 3x10’
células/mL (6x10°células/animal), provenientes da cavidade peritoneal de camundongos doadores.

Apo6s a retirada do liquido ascitico do peritoneo de camundongos doadores, o nimero € a
viabilidade das células foram determinados pelo método de exclusdo do corante Trypan-blue 0,2%, em

camara hemocitométrica, considerando adequado no minimo 95% de viabilidade.
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3.4. Realizacdo das curvas de sobrevida

Com a finalidade de avaliar os efeitos da administracdo Profildtico/Terapéutica e Terapéutica
da alga Chlorella vulgaris na sobrevida dos animais portadores de TAE, os animais foram divididos
nos seguintes grupos experimentais (n=10), a saber:

1) animais controle positivo, portadores de TAE e sem tratamento;
2 e 3 a) animais portadores de TAE, tratados com CV 25 mg/Kg;
2 e 3 b) animais portadores de TAE, tratados com CV 50 mg/Kg;
2 e 3 ¢) animais portadores de TAE, tratados com CV 100 mg/Kg;
2 e 3 d) animais portadores de TAE, tratados com CV 500 mg/Kg.

Todos os animais foram inoculados intraperitonealmente com 0,2 ml de uma suspensdo de
células tumorais contendo 3x10” células/ml (6x10° células/animal). A administragio de CV foi
realizada por gavagem nas doses de 25, 50, 100 e 500 mg/Kg, utilizando-se dgua destilada estéril como
veiculo de administracdo, por periodo de dez dias consecutivos prévios a administracdo das células
tumorais e oito dias consecutivos apds a inoculagdo destas células (Tratamento Profilatico/Terapéutico
— grupo 2) e por periodo de oito dias consecutivos apds a inoculacgio das células tumorais (Tratamento
Terapéutico — grupo 3). Os animais controle receberam somente o veiculo acima mencionado, durante

os dias de tratamento. Observamos os animais por um periodo de 30 dias.

0 10 18 30 dias do
Grupos """""i""""// experimento
.
J
TNARY e —
|
TUNPT I —
a) 25 mg/Kg
B Dieta basal/Veiculo da droga B Chiorella vulgaris b) 50 mg/Kg
| TAE 6x10° céls/animal, ip (ci)) 15(())(()) I;gglllégg

Figura 3: Protocolo experimental para avaliagdo do efeito dos tratamentos Terapéutico e Profildtico/Terapéutico
de diferentes doses da alga Chlorella vulgaris (25, 50, 100 e 500 mg/Kg) na sobrevida de camundongos
portadores de Tumor Ascitico de Ehrlich.
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3.5. Tratamento dos animais

Com a finalidade de avaliar os efeitos da administracdo Profilatico/Terapéutica da alga
Chlorella vulgaris na manutencio da hematopoese pelo microambiente medular, atividade
estimuladora de colonias de células hematopoéticas no soro, atividade de células NK, capacidade
proliferativa de células mononucleares esplénicas, bem como a produ¢do de TNF-a, IFN-y, 1L-2 e IL-
10 por estas células e atividade de macréfagos através da determinacdo dos niveis de TNF-a, IFN-y,
IL-10, peréxido de hidrogénio e nitrito de animais portadores de TAE, os animais foram divididos em
grupos experimentais de 6 animais e submetidos ao seguinte protocolo de tratamento:

1) animais controle negativo, nio portadores de TAE e sem tratamento (CTRL);
2) animais controle positivo, portadores de TAE e sem tratamento (TAE);
3) animais portadores de TAE, tratados com extrato de CV (CV+TAE);
4) animais tratados com CV, ndo portadores de TAE (CV).
Os animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados no terceiro (a), oitavo (b) e

décimo terceiro (c) dia apds inocula¢do do TAE.

Grupos.o.........1.0...13....}8 23 dias do

% % experimento

1(a, b, ¢)

J % % %
2 (a, b, o) I S

J % % %
3 (a, b, o I T

& & &
4 (a, b, c)
I T T  dias de inoculagao
0° 30 80 13° do tumor
H Dieta basal B cChirorella vulgaris, :‘)) Sacri{‘ifif’ no g; gi_a apos ?E‘ZE
d TAE 6x10° céls/animal, ip 50 mg/Kg, gavagem ) sacrificio no 8" dia apés

S Sacrificio ¢) sacrificio no 13° dia apés TAE

Figura 4: Protocolo experimental para avalia¢do da atividade imunomoduladora da dose de 50 mg/Kg de CV na
manuten¢cdo da hematopoese pelo microambiente medular, atividade estimuladora de coldnias de
células hematopoéticas no soro, atividade de células NK, capacidade proliferativa de células
mononucleares esplénicas, bem como a produ¢do de TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-10 por estas células e
atividade de macréfagos através da determinacdo dos niveis de TNF-a, IFN-y, IL-10, H;O, e NO, em
modelo experimental in vivo de camundongos portadores de Tumor Ascitico de Ehrlich.
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3.6. Cultura de longa duragdo da medula éssea (LTBMC)

Com o objetivo de avaliar os efeitos da alga Chlorella vulgaris sobre o estroma medular e sobre
a diferenciacdo de progenitores para granuldcitos e macréfagos gerados em sistema de LTBMC, os
fémures dos animais submetidos aos referidos tratamentos (rever item 3.5.) foram coletados
assepticamente e as células hematopoéticas e estromais (aproximadamente 10’ células/mL) foram
removidas e transferidas com o auxilio de agulha e seringa para um tubo contendo 10 mL de meio de
cultura RPMI-1640 (Sigma) completo suplementado com 20 % de soro Eqiiino (Sigma) e 1% de uma
solucdo de hidrocortisona (10 M). Esta suspensdo de células foi transferida para garrafas de cultura
T25 (10 mL/garrafa, n=6), e estas foram mantidas por 4 semanas a 37 °C na presenca de 5% de CO,.
Uma vez por semana estas células foram alimentadas através da remocdo de 50% do meio saturado e
adicdo do mesmo volume de meio RPMI completo e suplementado. Semanalmente foi realizada a
contagem em camara hemocitométrica das células ndo aderentes presentes no sobrenadante das
culturas.

Apoés a quarta semana (tempo necessério para confluéncia das células do estroma), ao fazer a
troca do meio as culturas foram repovoadas com células de medula éssea (aproximadamente 10’
células/mL) de animais dos respectivos grupos (rever item 3.5). Este repovoamento celular é
necessario para que as células hematopoéticas mais imaturas possam agora se alojar na capa de células
aderentes e iniciar a hematopoese in vitro.

A partir da quinta semana iniciaram-se os ensaios de CFU-GM. A cada sete dias, foram
coletados 5 mL do meio de cultura de cada garrafa e centrifugado por 10 min a 1200 rpm. O
sobrenadante foi separado e congelado a —20°C para posterior dosagem das citocinas IL-6 ¢ IL-1o
conforme o protocolo de quantificacdo de citocinas (item 3.12). O “pellet” foi ressuspenso em 1 mL de
meio RPMI, contado em camara hemocitométrica ap6s diluicdo 1:10 das células em azul-tripan 0,2 %.
Preparamos o meio mais agar que consiste de: 30% de meio DMEM 2X concentrado; 20% de soro
bovino fetal e 50% de dgar. A seguir, adicionamos o volume apropriado de células (1 x 10°
células/mL) quando o meio mais 4gar estava a 37°C. Ressuspendemos as células e distribuimos
volumes de 2,0 mL em cada placa de Petri (35 mm), as quais ja continham 100 puL. de recombinante
GM-CSF (0,5 ng/mL) (Sigma, C6d. G0282). Distribuimos o contetddo por toda a superficie da placa de
Petri e deixamos geleificar. Incubamos por sete dias a 37°C em presenca de 5% de CO, e a seguir

contamos o ndmero de coldnias em microscopio de disseccdo com aumento de 40X. Para o estudo
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morfolégico, as colonias foram fixadas com glutaraldeido 2,5% (v/v) e coradas com Luxol Fast
Blue/Leishman.
Adicionalmente, no final do experimento (9* semana) as células aderentes das culturas foram

tripsinizadas (tripsina a 0,25%) e quantificadas em camara hemocitométrica.

As garrafas foram fotografadas na quarta e na nona semanas da cultura.

3.7. Avaliagdo da atividade estimuladora de colonias (CSA)

O sangue dos animais submetidos aos referidos tratamentos (rever item 3.5) foi coletado por
puncdo cardiaca, sendo separado em “pools”, centrifugado para obten¢do do soro e armazenado a —
20°C. A atividade dos fatores estimuladores de colOnias no soro dos animais foi determinada pela
capacidade de induzir o crescimento e diferenciacdo de precursores hematopoéticos de granuldcitos e
macréfagos de animais normais. A atividade estimuladora de coldnias foi expressa em unidades por
mL e determinada a partir de curva de titulacdo. De acordo com Van Den Engh & Bol (1975), a menor

concentracdo capaz de estimular o crescimento de colonias € considerada como 1 unidade de CSF.

3.7.1. Cultura clonal de precursores hematopoéticos

Ap6s sacrificarmos o animal por deslocamento cervical, limpamos a pele com dlcool iodado ou
70%. Apés a exposicdo do fémur, removemos a cartilagem sobre o orificio na extremidade distal e
cortamos o 0sso na jun¢do superior. A medula éssea foi transferida com auxilio de agulha e seringa
para um tubo contendo meio RPMI-1640. As suspensdes celulares foram mantidas no gelo. O nimero
de células na suspensao foi contada em camara hemocitométrica apds dilui¢do 1:10 das células em
azul-tripan 0,2 %. Preparamos o meio mais dgar que consiste de: 30% de meio DMEM 2X
concentrado; 20% de soro bovino fetal e 50% de dgar. A seguir, adicionamos o volume apropriado de
células da medula (1 x 10> células/ml) quando o meio mais dgar estava a 37°C. Ressuspendemos as
células e distribuimos volumes de 2,0 ml em cada placa de Petri, as quais ja continham 100 uL do soro
dos animais tratados. Distribuimos o conteido por toda a superficie da placa de Petri e deixamos
geleificar. Concomitantemente, foram incubadas células de animal normal com 100 pL de

recombinante GM-CSF (0,5 ng/mL) (Sigma, C6d. G0282) para controle da rea¢do. Incubamos por sete
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dias a 37°C em presenga de 5% de CO, no ar e a seguir contamos o nimero de colOnias em

microscopio de dissec¢do com aumento de 40X.

3.8. Avaliagdo da atividade citotoxica de células “Natural Killer” (NK)
3.8.1. Manutencdo e preparo das células alvos

Para o ensaio de atividade citotoxica das células natural killer, as células alvo utilizadas
pertencem a linhagem tumoral YAC-1, linfoma de célula T origindrio A/SN induzido pelo virus
Maloney. Esta linhagem celular cresce em suspensao e foi mantida em cultura continua in vitro em
meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% de SBF, em estufa imida a 37°C e 5% de CO,.

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

completo suplementado com 10% de SBF e ajustou-se a concentracdo celular para 1 x 10° células/ mL.

3.8.2. Células efetoras esplénicas

Trés, oito e treze dias apds a inoculagdo do TAE, bacos de camundongos submetidos aos
referidos tratamentos (rever item 3.5), foram coletados assepticamente e homogeneizados utilizando-se
meio RPMI-1640. As células mononucleares foram separadas em gradiente ficoll-hypaque (d=1,077),
lavadas e ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% de SBF e
incubadas em placa de petri de vidro (100x20 mm) por 2 h em estufa imida a 37° C e 5% de COa.
Ap6s este periodo, as células ndo aderentes (sobrenadante) foram cuidadosamente aspiradas da placa,
lavadas e ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% de SBF,
ajustando-se a concentracdo para 5 X 10° células/mL. A atividade citotéxica das células NK foi

avaliada contra as células alvo YAC-1 (célula de referéncia para NK), em ensaio de liberacdo de ey,
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3.8.3. Ensaio de liberagdo de >’ Cr

Em microplacas de cultura (Corning — 96 wells) foram adicionados 100uL da suspensdo de
células efetoras, em triplicata e com reserva de trés orificios para a lise espontanea (100 uLL de SBF ou

meio de cultura) e outros 3 para a lise médxima (100 pL de Triton X-100 50%).

A seguir, 100 pL de células alvo previamente marcadas com °'Cr foram distribuidos nos
pocinhos de reacdo e controles. Apds centrifugacdo a 800 rpm por 5 minutos, a placa foi incubada por
4 h em estufa imida a 37° e 5% CO,. A seguir, a placa foi centrifugada por 10 minutos a 1500 rpm e
100 uLL do sobrenadante foram transferidos para tubos plésticos. A leitura foi realizada em contador

gama e os resultados expressos em porcentagem de lise especifica.

Porcentagem de lise especifica = lise teste — lise espontdnea x 100

lise madx. — lise espontdnea

3.9. Preparacdo de células mononucleares esplénicas

Bacos de camundongos submetidos aos referidos tratamentos (rever item 3.5) foram coletados
assepticamente e colocados em tubos do tipo Falcon (15 mL) contendo meio RPMI 1640 (Cultilab). As
c€lulas foram liberadas cuidadosamente com auxilio de um macerador, e as hemacias foram lisadas
adicionando-se tampao de lise (NH4Cl 0,85% - Tris 15mM, pH 7,2) ao botdo celular previamente
concentrado. Apds 3 lavagens com meio RPMI, as células foram ajustadas a uma concentracdo de
1x10° células/mL em meio RPMI-1640 (Cultilab) suplementado com 5% de soro bovino fetal,
penicilina (100 pug), Hepes 25 mM, 2-mercaptoetanol (1:100) e glutamina (216 mg/mL).

Com a finalidade de avaliar a capacidade proliferativa das células mononucleares esplénicas,
em cada well da placa de microcultura (Corning — 96 wells) foram adicionados 200 uL da suspensao
celular em presenca de solu¢dao de Concanavalina A (Con A) (S5ug/mL) (Sigma). O ensaio foi realizado
em triplicata para cada animal. As placas foram mantidas 72 horas em estufa umida a 37°C e 5% de
CO,. Apos este periodo, a solucao de MTT (Sigma) foi adicionada e a placa de cultura incubada por
mais 4 horas. Logo apds, adicionou-se etanol (Merck) para a solubilizacdo dos cristais de formazam

precipitados e efetuou-se a leitura em ELISA a 570 nm.
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Para avaliar a producdo de TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-10, em placa de cultura de 24 wells
(Corning), foram adicionados 800uL de meio RPMI enriquecido com 5% de SBF em cada well e, em
seguida, 200uL. de suspensdo celular em presenca de solucdo de Con A (Sug/mL). As placas foram
incubadas em estufa umida, a 37°C e 5% de CO,. Apés 48 h, o sobrenadante foi coletado
individualmente de cada orificio e congelado a —20° C para posteriormente ser submetido ao protocolo

de quantificacao de citocina conforme item 3.12.

3.10. Preparagcao de macréfagos esplénicos

Para tal, bacos de camundongos submetidos aos referidos tratamentos (rever item 3.5), foram
coletados assepticamente, macerados e homogeneizados em meio RPMI-1640 (Cultilab). Células
mononucleares foram obtidas adicionando-se tampao de lise ao botdo celular previamente concentrado.
Ap6s lavagem em tampao [PBS 0,1 M + 2% de soro fetal bovino (HyClone) +0,1% Azida Sédica
(Merck)], ajustamos a concentracdo celular para 1 x 10° células/mL. A populacdo de macréfagos nas
diferentes amostras, foi quantificadas através de Citometria de Fluxo utilizando-se o anticorpo
especifico FITC anti-mouse Mac-3 - 100ug (eBioscience — cod. 11-5989-82), e seguindo o protocolo
indicado pelo respectivo fabricante. As amostras foram lidas em Citdmetro de Fluxo FACScalibur
(Becton Dickinson™, San José, CA).

Em cada well de placa de cultura de 24 wells (Corning), adicionamos 800uL de meio RPMI
enriquecido com 5% de SBF e em seguida, 200uL de suspensdo celular (1x10° macréfagos/well). As
placas foram incubadas em estufa imida, a 37°C e 5% de CO, por 2 horas. Apds este periodo as
células ndo aderentes foram cuidadosamente aspiradas da placa. Adicionamos 1mL de meio RPMI
enriquecido com 5% de SBF em cada well e, em seguida, solucdo de LPS (Ipug/mL) (Sigma).
Simultaneamente, incubamos células de cada amostra sem LPS para controle. As placas foram
incubadas em estufa umida, a 37°C e 5% de CO,. Apds 24h, o sobrenadante foi coletado
individualmente de cada orificio e congelado a —20° C para posteriormente ser submetido ao protocolo

de quantificacao de citocina conforme item 3.12.
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3.11. Preparacao de macréfagos peritoneais

Para tal, os macréfagos foram assepticamente coletados dos camundongos submetidos aos
referidos tratamentos (rever item 3.5.), através de lavagem peritoneal com 10mL de meio RPMI-1640
(Cultilab) a 4°C. O lavado peritoneal foi coletado em tubo pléstico e mantido no gelo. O nimero e a
viabilidade dos macréfagos foram determinados pela exclusdo do corante Trypan blue (0,2%), em
camara de hemocitométrica, considerando adequado no minimo 95% de viabilidade. Os macréfagos

foram identificados morfolégicamente, ja que eles sdo menores que as células do tumor de Ehrlich.

3.11.1. Obtencdo de sobrenadante de cultura para dosagem de citocinas

Os macréfagos foram transferidos (1x10° macréfagos/well) para placa de cultura de 24 wells
(Corning). As placas foram incubadas em estufa imida, a 37°C e 5% de CO, por 2 horas. Apds este
periodo as células ndo aderentes foram cuidadosamente aspiradas da placa. Adicionamos 1mL de meio
RPMI enriquecido com 5% de SBF em cada well e, em seguida, solu¢dao de LPS (1pg/mL) (Sigma).
Simultaneamente, incubamos células de cada amostra sem LPS para controle. As placas foram
incubadas em estufa umida, a 37°C e 5% de CO,. Apds 24h, o sobrenadante foi coletado
individualmente de cada orificio e congelado a —20°C para posteriormente ser submetido ao protocolo

de quantificacao de citocina conforme item 3.12.

3.11.2. Producdo de peroxido de hidrogénio (H>0;)

Os macréfagos foram transferidos (1x10° macroéfagos/well) para micro placas de cultura
(Corning — 96 wells)). As placas foram incubadas em estufa imida, a 37°C e 5% de CO; por 2 horas.
Apo6s este periodo as células ndo aderentes foram cuidadosamente aspiradas da placa. Segundo o
método descrito por Pick & Keisare (1980) e modificada por Russo et al (1989) aliquotas de 100 uLL
de solucdo tampdao de vermelho fenol com peroxidase foram transferidas para cada well das
microplacas de cultura, em seguida, solucio de PMA (2ug/mL) (Sigma). Simultaneamente,
incubamos células de cada amostra sem PMA para controle. As placas foram incubadas em estufa
umida, a 37°C e 5% de CO, por uma hora. Decorrido o tempo de incubagdo, a reacdo foi interrompida
pela adicdo de 10 uL de NaOH IN. A absorbancia foi determinada em microleitor de ELISA, com

filtro de 620nm, contra um branco constituido de solucdo de vermelho fenol. Os resultados foram
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expressos em nmols de H,O, por 1x10° células, comparando-se a D.O. com uma curva padrio em

concentracdes conhecidas de H,0O,.

3.11.3. Produgdo de nitrito (NO;')

Os macréfagos foram transferidos (1x10° macréfagos/well) para micro placa de cultura
(Corning — 96 wells). As placas foram incubadas em estufa imida, a 37°C e 5% de CO, por 2 horas.
Ap0s este periodo as células ndo aderentes foram cuidadosamente aspiradas da placa. Em seguida, 100
pL de meio RPMI-1640 (Cultilab) suplementado com 10% de SBF foram transferidos para cada well
da placa juntamente com solucdo de LPS (1pug/mL) (Sigma). Simultaneamente, incubamos células de
cada amostra sem LPS para controle. As placas foram incubadas em estufa imida, a 37°C e 5% de
CO; por 24 h. Decorrido o tempo de incubagio, segundo o método colorimétrico baseado na reagao de
Griess descrito por Green et al (1981), 100 uL. dos sobrenadantes foram transferidos para micro placa
de cultura (Corning — 96 wells) e foram adicionados 100 pL do reagente de Griess (Sigma). As
amostras foram lidas em leitor de ELISA em comprimento de onda de 540nm contra um branco
constituido por reagentes de Griess. Os resultados foram expressos em pmols de NO, por 1x10°

células, comparando-se a D.O. com uma curva padrao em concentra¢des conhecidas de NO, .

3.12. Quantificacao de citocinas
As citocinas foram quantificadas conforme descrito abaixo:
- Sobrenadante de LTBMC — IL-1a e IL-6;
- Sobrenadante de culturas de células mononucleares esplénicas — TNF-a., IFN-v, IL-2 e IL-10;
- Sobrenadante de cultura de macréfagos peritdneais e esplénicos — TNF-o, IFN-y, e IL-10.

As citocinas foram quantificadas através do método imunoenzimadtico (ELISA) utilizando-se
Kits de anticorpos monoclonais anti-mouse especificos para cada citocina [R&D System, Kit DuoSet®
— ELISA Development System: IL-6 (Cat. DY406), IL-10/IL-1F1 (Cat. DY400), TNF-o/TNFSF1A
(Cat. DY410), IFN-y (Cat. DY485), IL-2 (Cat. DY402) e IL-10 (Cat. DY417)].
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A quantificacdo foi realizada em placa de microcultura para ELISA (“maxi sorp” 96 wells),
seguindo a indica¢do do fabricante para utilizacdo de cada Kit. A leitura foi realizada em leitor de

ELISA (A= 450 nm) e os resultados expressos em pg/mL.

3.13. Anadlise Estatistica

Para verificar a ocorréncia de diferencgas significativas entre os grupos estudados foi utilizada
Andlise de Variancia (ANOVA). Nos casos em que houve diferenca significativa, o Teste de Tukey foi
utilizado para detectar diferencas existentes entre todos os grupos.

As curvas de sobrevida foram representadas pelo método descrita por Kaplan-Maier (1958)
(Collet 1994). A comparacdo entre os grupos foi realizada pelo teste de Log-rank (procedimentos ndo
paramétricos).

Os graficos apresentam as médias e desvios-padrdao dos diferentes grupos. Cansideramos

estatisticamente significativos os valores de P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Anadlise da sobrevida

A eficicia dos tratamentos Terapéutico e Profildtico/Terapéutico com CV em camundongos
portadores de TAE estd representada nas Figuras 5 e 6, respectivamente. Como podemos observar na
Figura 5, o tratamento apenas Terapéutico ndo foi eficiente na protecdo dos animais contra os danos
causados pelo tumor, isso, pois 100% dos animais morreram até o 20° dia apds a inoculacio das células
tumorais, independentemente da dose de CV administrada.

Quanto ao tratamento Profildtico/Terapéutico, todos os camundongos apenas portadores de
TAE morreram até o 20° dia apds a inoculacdo do tumor. Resultados semelhantes foram observados
com os animais portadores de tumor tratados com a dose de 25 mg/Kg de CV. Por outro lado, o
tratamento com as doses de 50, 100 e 500 mg/Kg de CV prolongou em cerca de 25% a sobrevida de
animais portadores de TAE, comparado com os animais apenas portadores de TAE (P<0,05). Como
nenhuma diferenga significativa foi observada na eficécia destas trés doses de CV, a dose de 50 mg/Kg

(menor dose efetiva), foi escolhida para ser usada em nossos experimentos.
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Figura 5: Efeito do tratamento Terapéutico com diferentes concentracdes de CV (25, 50, 100 e 500 mg/Kg), na
sobrevida de camundongos BALB/c portadores de TAE. O tratamento foi iniciado no dia da inoculag@o i.p. das
células do tumor (6x10° células/animal) e mantido até o 8° dia apds a inoculagdo. Grupos de 10 animais foram
observados diariamente para a avalia¢do da sobrevida. Kaplan-Maier; Teste Long-Rank.
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Figura 6: Efeito do tratamento Profildtico/Terapéutico com diferentes concentragdes de CV (25, 50, 100 e 500
mg/Kg), na sobrevida de camundongos BALB/c portadores de TAE. O tratamento foi iniciado 10 dias antes da
inoculagio i.p. das células do tumor (6x10° células/animal) e mantido até o 8° dia apés a inoculagio. Grupos de
10 animais foram observados diariamente para a avaliacdo da sobrevida. ©pP<0,05 comparado ao TAE; *P>0,05
comparado a dose de 50 mg/Kg. Kaplan-Maier; Teste Long-Rank.
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4.2. Cultura de longa duracao da medula ossea (Long-Term Bone Marrow Culture - LTBMC)

4.2.1. Formagdo de estroma medular em LTBMC.
A Figura 7 demonstra o aspecto morfoldgico da LTBMC de cada grupo experimental na 4* e 9*

semanas de cultura.

Figura 7: Aspecto microscopico da LTBMC de cada grupo experimental. A (grupo CTRL), B (grupo CV), C
(grupo TAE) e D (grupo CV+TAE) na 4* semana de cultura. E (grupo CTRL), F (grupo CV), G (grupo TAE) e
H (grupo CV+TAE) na 9* semana de cultura. Aumento de 20x.
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4.2.2. Viabilidade de células nao-aderentes

Os efeitos do tratamento com CV no ndmero total de células ndo aderentes no sobrenadante de
LTBMC estido apresentados na Tabela 1. Desde a 1* até a 4* semana, um declinio progressivo no
nimero de células no sobrenadante das culturas foi observado em todos os grupos. Como esperado,
apds a repopulacdo, na 5* semana de cultura notamos o aumento deste nimero de células como
conseqiiéncia da repopulacdo. E novamente, apds a 5% e até a 9* semana um declinio progressivo foi
observado em todos os grupos. Contudo, no grupo de camundongos ndo tratados e portadores de TAE,
uma reducdo de cerca de 30% foi observada nas 9 semanas de cultura quando comparado ao grupo
controle (P<0,05). O tratamento com CV manteve estes nimeros semelhantes aos do grupo controle.

Estes resultados também estdo ilustrados na Figura 7.

Tabela 1: Viabilidade de células ndo-aderentes (células vidveis x 10° /mL)*

Semanas | CTRL | CV | CV+TAE | TAE | CV+TAE | TAE | CV+TAE | TAE
3°) 3°) (8°) (8°) (13 (13°)
50£2 | 47427 | 521,17 45223« 49+1,1% [4322,1+| 50£1,1¢ |40+L,1-

39+1,7 | 32+1,5 | 37422% [29+1,9¢| 33422% [27£1,6«| 36+1,9¢« |[27+1,1+
1841,9 | 17+1,6 | 15+23% |[11x1,1+| 1340,7" 101+ 14+1,1¢ 8+1,7+

10+1,3 | 9+1,5 12+41,17 | 7¢0,7+ | 13208 | 81,6+ 12+1,5¢ 7+0,8+

47+1,1 | 4540,8 | 44+0,8" [41x1,5:| 44+1,6" [40+1,1+| 45408« [39+1,1+

1741,6 | 18+1,6 | 17+1,57 [10£0,8+| 18+1,1" [11x0,7+ 19+1,2¢ 12+1,5+
1540,5 | 12+0,7 | 15+0,8" | 8+1,2: | 14%1,5" | 9+1,6+ 16+1,4¢ 9+1,1+

1240,8 | 1140,8 | 13+0,7" | 8«1,1+ | 14x1.4" | 7408+ 15+0,7¢ 8+0,8+

S| R N | | A W N

9+1,1 | 8#1,1 10£1,57 | 620,8« | 11208 | 71,1+ 12+2,3¢ 61,1+

“Niumero de células ndo aderentes vidveis coletadas semanalmente do sobrenadante de LTBMC de
camundongos BALB/c portadores de TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculacao i.p.
de células do tumor (6)(106 células/animal) até o dia do sacrificio (3°, 8° e 13° ap6s TAE). Os animais controle
receberam apenas o veiculo da droga. Os valores representam a média = D.P. de 5 frascos de cultura/grupo.
ANOVA; Teste de Tukey. *P<0,05 comparado ao grupo CTRL; "P<0,05 comparado ao grupo TAE 3°;
#*P<0,05 comparado ao grupo TAE 8°; «P<0,05 comparado ao grupo TAE 13°.
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4.2.3. Viabilidade de células aderentes

Conforme apresentado na Tabela 2, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre o
nimero de células aderentes dos diferentes grupos estudados. Isto sugere que o nimero reduzido de
CFU-GM in vitro demonstrado abaixo (item 4.2.4), pode estar relacionado a alguma alteracdo na
capacidade funcional das células do estroma de suportar o crescimento e diferenciacdo destes

precursores hematopoéticos.

Tabela 2: Viabilidade de células aderentes (células vidveis X lOS/mL)a

Frasco C CV | CV+TAE | TAE | CV+TAE | TAE CV+TAE TAE
3° 3° (8°) (8°) (13%) (13%)

1 2 5 4 3 3 2 4 3

2 4 3 4 3 4 3 2 2

3 5 4 2 2 4 3 3 3

4 2 3 3 2 2 2 3 3

5 4 3 3 1 3 3 4 2

Média 3.4 3,6 3,2 2,2 3,2 2,6 3,2 2,6

DP 1,342 | 0,894 0,837 0,837 0,837 0,548 0,837 0,548

‘Numero de células aderentes vidveis coletadas apés 9 semanas de incubagdo de LTBMC de
camundongos BALB/c portadores de TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculacio i.p.
de células do tumor (6x10° células/animal) até o dia do sacrificio (3°, 8°e 13° ap6s TAE). Os animais controle

receberam apenas o veiculo da droga. Os valores representam a média = D.P. de 5 frascos de cultura/grupo.
ANOVA; Teste de Tukey.
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4.2.4. Numero total de unidades formadoras de colonias de granulocitos e macrofagos (CFU-GM) na

suspensdo de células ndo-aderentes da LTBMC

O nimero de CFU-GM no sobrenadante de LTBMC de camundongos normais e portadores de
TAE tratados com CV foi avaliado semanalmente desde a 5* até a 9* semana de incubacgdo. Na 5°
semana um pico no nimero de CFU-GM foi produzido como conseqiiéncia da repopulagdo. O
tratamento com CV ndo alterou a producdo de progenitores comprometidos com as linhagens
granulocitica e macrofagica nos animais normais. Por outro lado, na LTBMC de camundongos apenas
portadores de TAE, a caracteristica fundamental observada foi o dano a capacidade de suportar o
crescimento e diferenciacdo destes progenitores em todos os intervalos avaliados apds a inoculagdo do
tumor (3, 8 e 13 dias), chegando o nimero de CFU-GM a ser 4 vezes menor que o do grupo controle
(P<0,001), (Figura 8). Entretanto, quando estes animais foram tratados com 50 mg/Kg de CV os
nimeros de CFU-GM foram mantidos nos mesmos niveis do grupo controle em todos os intervalos
estudados.

Desde a 5" semana de incubagdo até a 9° semana observamos um declinio progressivo no
nimero de células vidveis no sobrenadante das culturas, assim como no numero de progenitores de
granulécitos e macréfagos (CFU-GM), obtidos da suspensao de células ndo aderentes das LTBMCs,

corroborando resultados da literatura (Spoocer et al. 1993).
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Figura 8: Numero total de progenitores CFU-GM na suspensdo de células ndo-aderentes de LTBMC de
camundongos BALB/c portadores de TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculacio i.p.
de células do tumor (6x10° células/animal) até o dia do sacrificio (3°, 8° e 13° apés TAE). Os valores
representam a média = D.P. da triplicata e representam o nimero de precursores no “pool” de células da
suspensdo coletada de 5 frascos de cultura. *P<0,001 comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao TAE.
ANOVA,; Teste de Tukey.
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4.2.5. Producdo de citocinas no sobrenadante de LTBMC
4.2.5.1. Produgado de IL-6

Os niveis de IL-6 nos sobrenadantes das LTBMCs coletados semanalmente a partir da 4°
semana de incubagdo estdo representados na Figura 9.

Em todas as semanas de incubacdo podemos observar que o tratamento de animais normais
com CV produziu um aumento significativo de aproximadamente 15% nos niveis de IL-6 no
sobrenadante das culturas, quando comparado aos animais controle (P<0,05). Neste sentido, o
tratamento de animais portadores de TAE com CV, evitou que ocorresse uma redugdo de cerca de 25%
nos niveis desta citocina, como observado nos animais apenas portadores de TAE (P<0,05 em relacao
ao controle), mantendo seus niveis semelhantes aos do controle.

Na quinta semana de incubag¢do (uma semana apds a repopulacdo das culturas), houve um
aumento significativo (P<0,05) nos niveis de IL-6, seguido de um decréscimo gradativo em todos os
grupos avaliados. Este padrao de resposta coincide tanto com o padrdo observado na contagem
semanal de células vidveis ndo-aderentes presentes no sobrenadante das culturas, quanto com 0s
nimeros de CFU-GMs obtidos da suspensdo de células ndo-aderentes da LTBMC, onde também

notamos um declinio gradativo no decorrer das semanas.
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Figura 9: Produgao de IL-6 (pg/ml) no sobrenadante de LTBMC de camundongos BALB/c portadores de TAE,
tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagdo i.p. de células do tumor (6x10° células/animal)
até o dia do sacrificio (3°, 8° ¢ 13° apés TAE). Os valores representam a média = D.P. de 5 frascos de cultura.
*P<0,05 comparado ao controle; *P<0,05 comparado ao TAE. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.2.5.2. Produgao de IL-1a

Os resultados obtidos na avaliacdo dos niveis de IL-1a no sobrenadante de LTBMC coletado
semanalmente da 4* a 9* semanas de incubacao estdo representados na Figura 10.

Podemos observar que o tratamento de animais normais com CV produziu um aumento
significativo em média de 18% na producdo desta citocina em relagdo aos animais controle (P<0,05).
Em animais portadores de TAE, notamos uma diminuicao significativa em média de 33% nos niveis de
IL-1a quando comparados ao controle (P<0,05). O tratamento destes animais com CV impediu a
supressdo induzida pelo tumor, mantendo a producdo de IL-1o semelhante a dos animais controles.

Desde a 4* semana de incubagdo, podemos observar um decréscimo gradativo nos niveis desta

citocina, em todos os grupos avaliados.
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Figura 10: Producdo de IL-1a (pg/ml) no sobrenadante de LTBMC de camundongos BALB/c portadores de
TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagio i.p. de células do tumor (6x10°
células/animal) até o dia do sacrificio (3°, 8° ¢ 13° apés TAE). Os valores representam a média £ D.P. de 5
frascos de cultura. *P<0,05 comparado ao controle; "P<0,05 comparado ao TAE. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.3. Atividade estimuladora de colonia (CSA)

Os efeitos da CV na atividade estimuladora de colOnias estdo demonstrados na Figura 11.
Podemos observar que o tratamento de animais normais com 50 mg/Kg de CV dobrou a CSA quando
comparado aos animais controle (P<0,05) nos trés periodos estudados, corroborando estudos prévios
(Souza-Queiroz et al. 2008; Dantas and Queiroz 1999; Konishi et al. 1996). A presenca do tumor
induziu um aumento progressivo da CSA de 148, 258 e 343%, respectivamente no 3°, 8° e 13° dias de
evolugdo tumoral, quando comparado aos animais controle (P<0,05). O tratamento prévio destes
animais com CV produziu um aumento na CSA equivalente a em média de 37%, nos trés periodos

avaliados, quando comparado aos animais apenas portadores de TAE (P<0,05).
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Figura 11: Atividade estimuladora de colonias (unidades de CSF/mL) no soro de camundongos BALB/c
portadores de TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculacdo i.p. de células do tumor
(6x106 células/animal) até o dia do sacrificio (3°, 8°¢ 13° ap6s TAE). Os valores representam a média = D.P. de
6 animais por grupo. *P<0,05 comparado ao controle; "P<0,05 comparado ao TAE. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.4. Atividade citotoxica de células Natural Killer

A atividade citotéxica de células NK provenientes de suspensdo de células esplénicas nao
aderentes foi avaliada através do teste de citotoxicidade cldssico baseado na liberacao de cromo. Como
podemos observar na Figura 12, a atividade citotoxica de células NK aumentou em média 59% no
grupo tratado com CV quando comparado ao grupo controle (P<0,05), em todos os periodos avaliados.
Por outro lado, o grupo apenas portador de TAE mostra uma diminui¢do em média de 70% (P<0,05
comparado ao grupo controle) desta atividade. O tratamento destes animais com CV aumentou 130% a

citotoxicidade das células NK (P<0,05) comparado ao grupo apenas portador de TAE.
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Figura 12: Atividade das células NK de bago de camundongos BALB/c portadores de TAE, tratados com 50
mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculacdo i.p. de células do tumor (6x10° células/animal) e até o dia do
sacrificio (3°, 8° e 13° apés TAE). Os valores representam a média = D.P. de 6 animais por grupo. *P<0,05
comparado ao controle; "P<0,05 comparado ao TAE. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.5. Capacidade proliferativa de células mononucleares esplénicas

A Figura 13 demonstra que a resposta proliferativa de células mononucleares esplénicas de
camundongos portadores de TAE a (Con A) foi em média duas vezes maior que o grupo controle
(P<0,01) nos trés periodos avaliados. Neste sentido, o tratamento destes animais com CV aumentou a
taxa de proliferacao celular (P<0,01) no 3°, 8° e 13° dias apds a inoculagdo do tumor, respectivamente,
3,4 e 2,5 vezes comparado ao grupo controle, e 1,5, 1,3, e 1,2 vezes comparado ao grupo apenas
portador de TAE. Por outro lado, nenhuma mudanca na resposta proliferativa foi produzida pelo

tratamento de animais normais com CV.
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Figura 13: Atividade proliferativa de células esplénicas de camundongos BALB/c portadores de TAE, tratados
com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagio i.p. de células do tumor (6x10° células/animal) até o dia
do sacrificio (3° 8°e 13° ap6s TAE). Os valores representam a média + D.P. de 6 animais por grupo. *P<0,01
comparado ao controle; "P<0,01 comparado ao TAE. ANOVA,; Teste de Tukey.
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4.6. Producdo de TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-10 por células esplénicas
4.6.1. TNF-a

Os efeitos da CV na producdo de TNF-«a estdo representados na Figura 14. Podemos observar
que o tratamento de animais normais com CV produziu um aumento de 14,5% na producdo desta
citocina em rela¢do aos animais controle (P<0,001). J4 em animais portadores de TAE, notamos uma
diminui¢do progressiva de 12, 24 e 36% em relag¢do ao controle (P<0,001), respectivamente no 3°, 8° e
13° dias de desenvolvimento do tumor. O tratamento destes animais com CV impediu o efeito
supressor induzido pelo tumor mantendo os niveis de TNF-a constantes e semelhantes aos produzidos

pelo tratamento de animais normais com a alga, nos trés periodos avaliados.
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Figura 14: Producido de TNF-o (pg/mL) por células de baco de camundongos BALB/c portadores de TAE,
tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagdo i.p. de células do tumor (6x10° células/animal)
até o dia do sacrificio (3°, 8°e 13° apds TAE). A citocina foi quantificada por ELISA. Os valores representam a
média + D.P. de 6 animais por grupo. *P<0,001 comparado ao controle; "P<0,001 comparado ao animal
portador de TAE e sacrificado no 3° dia apés a inoculagio do tumor; *P<0,001 comparado ao animal portador de
TAE e sacrificado no 8° dia apds a inoculagdo do tumor; P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e
sacrificado no 13°dia ap6s a inocula¢do do tumor. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.6.2. IFN-y

A Figura 15 demonstra que o tratamento de animais normais com da CV aumenta em 22% a
producdo de IFN-y quando comparado aos animais controle (P<0,001). Quando analisamos os animais
apenas portadores de TAE, notamos um dramdtico aumento de 137% nos niveis desta citocina no
inicio do desenvolvimento tumoral, quando comparado ao controle (P<0,001). Este aumento é seguido
de reducdes de 35% e 46% observadas respectivamente no 8° e 13° dias de progressdao tumoral. Por
outro lado, o tratamento destes animais com CV restaurou os niveis de IFN-y, produzindo niveis

semelhantes ao controle tratado a partir do 8° dia apds a inoculagao tumoral.
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Figura 15: Producdo de IFN-y (pg/mL) por células de baco de camundongos BALB/c portadores de TAE,
tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagdo i.p. de células do tumor (6x10° células/animal)
até o dia do sacrificio (3°, 8°e 13° apds TAE). A citocina foi quantificada por ELISA. Os valores representam a
média £ D.P. de 6 animais por grupo. *P<0,001 comparado ao controle; "P<0,001 comparado ao animal
portador de TAE e sacrificado no 3° dia apés a inoculagio do tumor; ®P<0,001 comparado ao animal portador
de TAE e sacrificado no 8°dia apds a inoculagdo do tumor; P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e

sacrificado no 13° dia ap6s a inocula¢@o do tumor. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.6.3. IL-2

Os efeitos da CV na producdo de IL-2 estdo representados na Figura 16. Em animais normais o
tratamento com CV provocou um aumento significativo de 32% na produgdo de IL-2, quando
comparados aos animais controle (P<0,001). Por outro lado, em animais portadores de TAE,
observamos uma diminuicao de 22, 40 e 42% nos niveis desta citocina, respectivamente no 3°, 8° e 13°
dias da progressao tumoral quando comparado ao grupo controle (P<0,001). No entanto, quando estes
animais foram tratados com CV, os niveis de IL-2 se mantiveram semelhantes aos niveis dos animais

normais tratados com a alga, nos trés periodos da evolucao temporal do tumor avaliados.
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Figura 16: Produgdo de IL-2 (pg/mL) por células de bago de camundongos BALB/c portadores de TAE,
tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagdo i.p. de células do tumor (6x10° células/animal)
até o dia do sacrificio (3°, 8°e 13° apds TAE). A citocina foi quantificada por ELISA. Os valores representam a
média £ D.P. de 6 animais por grupo. *P<0,001 comparado ao controle; "P<0,001 comparado ao animal
portador de TAE e sacrificado no 3° dia apés a inoculagio do tumor; *P<0,001 comparado ao animal portador de
TAE e sacrificado no 8° dia apds a inoculagdo do tumor; *P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e
sacrificado no 13°dia ap6s a inocula¢@o do tumor. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.6.4.IL-10

Os efeitos da CV na produgdo de IL-10 estdo representados na Figura 17. Verificamos que nos
3 primeiros dias do desenvolvimento tumoral, os niveis de IL-10 nos grupos controle, controle tratado,
tumor e tumor tratado mantiveram-se semelhantes. Por outro lado, nos animais apenas portadores de
TAE aumentos significativos de 44 e 39% nos niveis desta citocina foram detectados no 8° e 13° dias
de evolucdo tumoral, quando comparado ao controle (P<0,001). O tratamento destes animais com a
alga foi capaz de proteger os animais, uma vez que a produgdo de IL-10 manteve-se semelhante aos

niveis do controle.

907 * *

60 -
45 -

IL-10 (pg/mL)

15 -

3°dia 8°dia 132 dia
B CTRL Hcv Bl TAE B CV+TAE

Figura 17: Producdo de IL-10 (pg/mL) por células de bago de camundongos BALB/c portadores de TAE,
tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagdo i.p. de células do tumor (6x10° células/animal)
até o dia do sacrificio (3°, 8°e 13° apds TAE). A citocina foi quantificada por ELISA. Os valores representam a
média + D.P. de 6 animais por grupo. *P<0,001 comparado ao controle; "P<0,001 comparado ao animal
portador de TAE e sacrificado no 8° dia apés a inoculagio do tumor; “P<0,001 comparado ao animal portador de
TAE e sacrificado no 13°dia apds a inoculagdo do tumor. ANOVA; Teste de Tukey.

57



Atividade imunomoduladora da alga Chlorella vulgaris em camundongos portadores de TAE

4.7. Producdo de TNF-a, IFN-y e IL-10 por macréfagos esplénicos e peritoneais
4.7.1. TNF-a

Os efeitos do tratamento com CV sobre producdo de TNF-o por macréfagos peritoneais e
esplénicos de animais normais e portadores de TAE estdo representados na figura 18A e B. Podemos
observar que o tratamento de animais normais com CV produziu um aumento de aproximadamente 1,4
vezes na produgdo desta citocina nas duas populagdes macrofdgicas, quando comparado ao grupo
controle (P<0,001). Nos animais portadores de TAE, observamos uma diminui¢do significativa nos
niveis desta citocina no sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais, a qual foi representada, no
13° dia de evolugdo tumoral, por valores 1,5 vezes menores que o controle (P<0,001). O tratamento
destes animais com CV impediu a supressdo induzida pelo tumor e produziu niveis de TNF-o
semelhantes aos produzidos no grupo controle. Por outro lado, no sobrenadante de cultura de
macrofagos esplénicos observamos um aumento dramdtico na produ¢do de TNF-o, o qual foi
observado em todos os periodos da progressao tumoral avaliados e representado por valores 2 vezes
maiores do que os observados no grupo controle (P<0,001). Nestes animais, o tratamento com CV
produziu uma diminuic¢do significativa (P<0,001), nos niveis desta citocina, a qual foi representada por

valores equivalentes aos observados no animal controle tratado com CV.
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Figura 18: Producdo de TNF-o (pg/mL) por macréfagos peritoneais (A) e esplénicos (B) de camundongos
BALB/c portadores de TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagdo i.p. de células do
tumor (6x10° células/animal) até o dia do sacrificio (3°, 8° e 13° apés TAE). A citocina foi quantificada por
ELISA. Os valores representam a média £ D.P. de 6 animais por grupo. *P<0,001 comparado ao controle;
"P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 3°dia ap6s a inoculagdo do tumor; *P<0,001
comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 8° dia apés a inoculagio do tumor; “P<0,001
comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 13° dia ap6s a inoculagdo do tumor. ANOVA; Teste de
Tukey.
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4.7.2. IFN-y

A Figura 19A e B representam os efeitos do tratamento com CV sobre produgao de IFN-y por
macréfagos peritoneais € esplénicos de animais normais € portadores de TAE. Em animais portadores
de TAE, podemos observar uma diminui¢do brusca nos niveis de IFN-y no sobrenadante de cultura de
macréfagos peritoneais, a qual foi representada por valores 1,6 vezes menores do que os observados no
controle (P<0,001). Esta diminui¢do foi ainda mais dramdtica no sobrenadante de cultura de
macréfagos esplénicos onde observamos uma reducao de 2,8 vezes, a qual se manteve constante nos
trés periodos de desenvolvimento tumoral analisados. O tratamento destes animais com CV
restabeleceu os niveis normais de IFN-y no sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais e
reverteu de forma parcial no sobrenadante de cultura de macréfagos esplénicos, dobrando os niveis
desta citocina em relacdo ao grupo portador de TAE (P<0,01). J4 em animais normais o tratamento

com CV ndo alterou a producao de IFN-y.
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Figura 19: Producdo de IFN-y (pg/mL) por macréfagos peritoneais (A) e esplénicos (B) de camundongos
BALB/c portadores de TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculacdo i.p. de células do
tumor (6x10° células/animal) até o dia do sacrificio (3°, 8° e 13° apés TAE). A citocina foi quantificada por
ELISA. Os valores representam a média + D.P. de 6 animais por grupo. *P<0,001 comparado ao controle;
"P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 3°dia ap6s a inoculagdo do tumor; *P<0,001
comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 8° dia apés a inoculagio do tumor; “P<0,001
comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 13° dia ap6s a inoculagdo do tumor. ANOVA; Teste de
Tukey.
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4.7.3. IL-10

Os efeitos do tratamento com CV sobre producdo de IL-10 por macréfagos peritoneais e
esplénicos de animais normais e portadores de TAE estdo representados na Figura 20A e B. O
tratamento de animais normais com CV nido alterou a producdo de IL-10 em animais normais. Por
outro lado, aumentos significativos na produ¢do de IL-10 foram observados tanto no sobrenadante de
cultura de macréfagos peritoneais quanto no de animais portadores de tumor. Macréfagos peritoneais
apresentaram um aumento progressivo na produgdo desta citocina até o 8° dia apds a inoculagido
tumoral, atingindo niveis 2,6 vezes maiores do que os observados no grupo controle (P<0,001), sendo
que no 13° dia apds a inoculagdo tumoral estes niveis foram reduzidos para apenas 1,6 vezes maiores
que o grupo controle (P<0,001). Por outro lado, os macréfagos esplénicos apresentaram um aumento
dramético na producdo de IL-10, representado por valores 2,5 vezes maiores que os observados no
grupo controle, o qual se manteve constante durante todo o periodo avaliado (P<0,001). O tratamento
destes animais com CV restaurou para niveis semelhantes aos do controle o aumento de IL-10
observado no sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais, enquanto que uma redugdo parcial,
mas significativa (P<0,001), foi produzida pela alga nos niveis aumentados desta citocina observados

no , a qual foi representada por valores 1,4 vezes menores do que os observados no animal portador de
TAE.
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Figura 20: Producgdo de IL-10 (pg/mL) por macréfagos peritoneais (A) e esplénicos (B) de camundongos
BALB/c portadores de TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagdo i.p. de células do
tumor (6x10° células/animal) até o dia do sacrificio (3°, 8° e 13° apés TAE). A citocina foi quantificada por
ELISA. Os valores representam a média £ D.P. de 6 animais por grupo. *P<0,001 comparado ao controle;
"P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 3° dia ap6s a inoculagio do tumor; * P<0,001
comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 8° dia apés a inoculagio do tumor; “P<0,001
comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 13° dia ap6s a inoculagdo do tumor. ANOVA; Teste de
Tukey.
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4.8. Producdo de H,0, por macrofagos peritoneais

Os resultados obtidos na avaliacdo da produgdo de H,O, estdo representados na Figura 21.
Podemos observar que o tratamento de animais normais com o CV ndo alterou, nos trés periodos
avaliados, a producdo de peréxido de hidrogé€nio seja na presencga ou auséncia de estimulo (PMA). Jd a
presenca do TAE aumentou significantemente (P<0,001) os niveis deste intermedidrio reativo de
oxigénio (ROI) no 3° (182% sem PMA e 67% com PMA em relacdo ao controle) e no 8° (270% sem
PMA e 76% com PMA em relacdo ao controle) dias de progressdo tumoral, sendo que no 13° dia
observamos a diminuicdo da producdo, chegando aos niveis do controle. O tratamento com CV
produziu aumentos adicionais (P<0,001) na producao de H,O, do animal portador do tumor, tanto na
presenca de estimulo (35, 38 e 100%, respectivamente no 3°, 8° e 13° dias apds inoculagdo do TAE)

quanto na auséncia (33, 28 e 65%, respectivamente no 3°, 8° e 13° dias apds inoculacdo do TAE).
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Figura 21: Producdo de H,0, (nM) por 1x10° macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c portadores de
TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagio i.p. de células do tumor (6x10°
células/animal) até o 3° (A), 8° (B) e 13° (C) dia ap6s o TAE. A concentracdo de H,O, foi quantificada no
sobrenadante de cultura de macréfagos pelo método de ELISA. Os valores representam a média = D.P. de 6
animais por grupo. *P<0,001 comparado ao controle sem PMA; *P<0,001 comparado ao TAE sem PMA;

“P<0,001 comparado ao controle com PMA; &P<0,001 comparado ao TAE com PMA. ANOVA; Teste de
Tukey.
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4.9. Producdo de NO; por macrofagos peritoneais

Nossos resultados em relacdo a avaliacdo da producdao de NO, estdo representados na Figura
22. A producao de NO, ndo foi alterada pelo tratamento de animais normais com CV seja na presenca
ou auséncia de LPS, em nenhum dos trés periodos avaliados. Em animais portadores do tumor
observamos um aumento acentuado na producdo deste radical (P<0,001) em relagdo ao controle, de
726, 608 e 259 % sem LPS e de 475, 352 e 129% com LPS, respectivamente no 3°, 8° e 13° dias apds
inoculacdo do TAE. O tratamento de animais portadores de TAE com CV produziu ativacdo adicional
(P<0,001) na atividade dos macréfagos, levando a producdo de nitrito para niveis superiores aos
animais apenas portadores de TAE, sendo este aumento de 30, 23 e 146% na presenca de estimulo e de

28, 31 e 56% na auséncia, respectivamente no 3°, 8° e 13° dias apds inoculacdo do TAE.
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Figura 22: Producdo de NO, (umol) por 1x10° macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c portadores de
TAE, tratados com 50 mg/Kg de CV por 10 dias antes da inoculagdo i.p. de células do tumor (6x10°
células/animal) até o 3° (A), 8° (B) e 13° (C) dia apés o TAE. A concentracdo de NO, foi quantificada no
sobrenadante de cultura de macréfagos pelo método de ELISA. Os valores representam a média = D.P. de 6
animais por grupo. *P<0,001 comparado ao controle sem LPS; *P<0,001 comparado ao TAE sem LPS;
"P<0,001 comparado ao controle com LPS; &P<0,001 comparado ao TAE com LPS. ANOVA; Teste de Tukey.
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5. DISCUSSAO

Em nosso trabalho investigamos os efeitos da Chlorella vulgaris sobre a resposta
imunohematopoética de camundongos portadores de tumor ascitico de Ehrlich.

A avaliacdo da eficdcia dos tratamentos Terapéutico e Profildtico/Terapéutico com CV,
realizada através da curva de sobrevida, demonstrou que o tratamento apenas Terapéutico nao é efetivo
na protecdo dos animais contra os danos causados pelo desenvolvimento tumoral, uma vez que 100%
dos animais tratados morreram junto com os animais apenas portadores de TAE até o 20° dia apds a
inoculagado das células tumorais, independente da dose de CV administrada.

Ja o tratamento Profildtico/Terapéutico com as doses de 50, 100 e 500 mg/Kg/dia de CV,
produziu aumento significativo na sobrevida dos animais (P<0,05), o qual ndo foi observado com a
dose de 25 mg/Kg/dia. Nao observamos diferencas significativas na eficcia produzida por essas trés
doses, o que corrobora resultados anteriores do nosso laboratério (Dantas & Queiroz 1999; Justo et al.
2001).

Diante desses resultados optamos pelo tratamento Profildtico/Terapéutico com a dose de 50
mg/Kg de CV para a realizagdo do estudo dos parametros imunolégicos e hematopoéticos propostos, ja
que esta foi a menor dose com efic4cia terapéutica.

O sistema hematopoético € sensivel a uma variedade de estimulos e modula a hematopoese de
acordo com a demanda e necessidade do organismo. Dessa forma, a avaliagdo funcional da medula
Ossea € de especial importincia uma vez que reflete possiveis alteragdes celulares que ocorrem como
conseqiiéncia da evolucdo temporal de doengas. Portanto, a utilizacio da LTBMC permite a
reproducdo in vitro da maioria dos componentes envolvidos na hematopoese medular (Spooncer et al.
1993). A principal caracteristica destas culturas é que a hematopoese € sustentada sem a adi¢ao de
fatores de crescimento, sendo totalmente dependente do estabelecimento de camadas aderentes de
células estromais derivadas da medula éssea (Dexter 1990). As células estromais mantém a
hematopoese através da formacao de um microambiente apropriado para promover a sobrevivéncia,
auto-renovacdo, proliferacdo e diferenciacdo das células tronco-hematopoéticas. Esta fungdo ¢é
provavelmente a combinacdo de: a) moléculas de adesdo que permitem a ligacdo de células tronco-
hematopoéticas e de sua progénie e elementos especificos das células estromais; b) comunicagdo
intercelular entre diferentes tipos de células estromais e entre células estromais e hematopoéticas; c)
sintese, secre¢do e apresentacdo pelas células estromais de concentracdes apropriadas de fatores

estimuladores e inibidores de crescimento que sdo responsdveis pela regulacdo da proliferacdo e
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desenvolvimento de células progenitoras hematopoéticas; d) sintese de moléculas da matriz
extracelular pelas células estromais, que desempenham uma variedade de papéis na manutencdo da
integridade do microambiente hematopoético e também na apresentacdo de fatores de crescimento para
o desenvolvimento de células hematopoéticas (Spooncer et al. 1993).

A formacdo da camada estromal ocorre entre a 2* e 4* semana de cultura. Na seqiiéncia, as
células mais primitivas migram para esta camada e em intima associacdo com O microambiente,
estabelece a hematopoese in vitro. As células mais imaturas permanecem no estroma e a medida que as
células sofrem divisdo e maturacao, sua progénie € lancada no sobrenadante. A suspensdo de células é
predominantemente de neutr6filos maduros, além de células primitivas e progenitores comprometidos
os quais podem ser identificados por ensaios de cultura clonal, como o CFU-C (Spooncer et al. 1993).
O ensaio de LTBMC nos permite estudar varios parametros hematopoéticos, tais como, fatores de
crescimento, mecanismos de acdo hematopoéticos e a interferéncia de drogas toxicas para o estroma
medular (Guest & Uetrech 2000). Neste sentido, para verificar a acdo da CV no compartimento
hematopoético de animais normais e portadores de TAE, avaliamos os efeitos desta alga sobre a
manutencdo do estroma medular, a capacidade de suportar o crescimento e diferenciacdo de
progenitores para granuldcitos e macréfagos e a producdo das citocinas IL-6 e IL-1a no sobrenadante
de LTBMC.

Poucos estudos na literatura tratam dos efeitos exercidos pelo desenvolvimento temporal do
Tumor Ascitico de Erhlich sobre o microambiente medular. Queiroz e colaboradores (2004)
demonstraram que ocorre uma diminuicdo dramdtica no nimero total de CFU-GM na suspensio de
células ndo aderentes das LTBMC's de camundongos portadores de TAE quando comparados a animais
normais. Também observaram diferencas bruscas em relagdo as camadas de células aderentes desde as
primeiras semanas de incubacdo. As culturas derivadas de células de medula 6ssea de camundongos
portadores de TAE apresentaram camadas aderentes com celularidade menor quando comparadas as
culturas derivadas de animais normais. Nossos resultados corroboram com os da literatura uma vez que
ndo foram observados nas culturas correspondentes as células de animais portadores de TAE os
mesmos estromas densos e confluentes, observados nas culturas correspondentes aos animais controle.
Além disso, a caracteristica fundamental observada foi o dano a capacidade de suportar o crescimento
e diferenciacdo de progenitores para granuldcitos e macréfagos em todos os intervalos avaliados apés a
inoculag@o do tumor (3, 8 e 13 dias), chegando o nimero de CFU-GM a ser 4 vezes menor € 0 nimero

de células vidveis no sobrenadante da LTBMC ser em média 1,3 vezes menor quando comparados ao
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controle. Esta diminui¢do é observada ja na 5* semana de incubagdo e se mantém até a 9* semana,
quando um declinio acentuado no numero de células vidveis do sobrenadante foi observado,
corroborando resultados da literatura (Spooncer et al. 1993).

A falta de um estroma confluente, que promova o contato entre células hematopoéticas e as
camadas aderentes, tem como conseqiiéncia a diminuicdo da capacidade de proliferacio e
diferenciagdo das células progenitoras da medula dssea observadas na LTBMC. Estd bem estabelecido
na literatura a importincia da interacdo entre as células do estroma medular e os precursores
hematopoéticos para a manutencdo das célula-tronco hematopoética (HSC) e de suas caracteristicas
(Spooncer et al. 1993; Dexter 1990). Dessa forma, sugerimos que o desenvolvimento temporal do
tumor interfere diretamente neste contato fisico que € estritamente necessario para a manuten¢do da
hematopoese, visto que ao final de cada semana de cultura os animais portadores de TAE apresentam
uma diminuicdo significativa dos precursores para granulécitos e macréfagos em relagdo ao grupo
controle. E importante mencionar que receptores de membrana restritos 4 macréfagos e ligantes
classicos do acido sidlico, chamados sialoadesinas, sdo expressos por todos os macréfagos da medula
Ossea e por um subconjunto de macréfagos tissulares e sdo responsdveis pela interagdo entre os
macréfagos medulares e as células hematopoéticas em desenvolvimento (Allen et al. 1984; Gallangher
et al. 1983; Crocker et al. 1995; Kusmartsev et al. 1999). Neste sentido, as células de TAE tém
mostrado secretar grandes quantidades de sialomucinas (Vinuela et al. 1991; Medina et al. 1999),
substancias capazes de se ligar a macréfagos através dos mesmos receptores das sialoadesinas
(Crocker et al. 1995; Ruiz de Morales et al. 1999; Subiza et al. 1992). O ponto de particular interesse
nestes achados € que, em adi¢do a outros fatores, aumentos nas quantidades circulantes de tais
carboidratos de origem tumoral podem resultar no bloqueio destes receptores em macréfagos do
estroma medular, desta forma inibindo sua adesdo sialoadesina-dependente com as células progenitoras
hematopoéticas (Crocker et al. 1995; Subiza et al. 1992) e, portanto, prejudicando o desenvolvimento
de camadas aderentes.

Por outro lado, o tratamento de animais portadores de TAE com CV foi capaz de reverter este
efeito em relagdo a formacdo do estroma medular, ao nimero de células vidveis no sobrenadante da
LTBMC e em relacdo ao numero total de CFU-GM na suspensdo de células ndo-aderentes das
LTBMC:s. Estes achados confirmam a capacidade do CV de modular a mielopoese, estimulando o

crescimento e diferenciacdo de células precursoras hematopoéticas e também atuando sobre o

71



Atividade imunomoduladora da alga Chlorella vulgaris em camundongos portadores de TAE

microambiente hematopoético envolvido na regulagdo da maturacio das células-tronco (VACEK et al.
1990).

Além das interagdes célula-célula existentes entre os precursores hematopoéticos e o estroma
medular, intimeras glicoproteinas soliveis controlam a mitose e a diferenciacdo de células
hematopoéticas (Anjos et al. 2000). Dentre os vérios fatores envolvidos no controle da hematopoese, a
IL-6 possui uma func¢do critica na geracao e manuten¢do da mielopoese em culturas liquidas de longa
duracdo de células da medula 6ssea (Hauser et al. 1997). Além disso, evidéncias da literatura sugerem
que a IL-6 em associagdo com os fatores estimuladores de colonias e as citocinas IL-1 e IL-3 sdo
fundamentais na regulacao da atividade funcional das células hematopoéticas primitivas (Muench et al.
1992), sendo a IL-6 considerada um fator de sobrevivéncia para as células progenitoras mais jovens
(células-tronco) (Bernad et al. 1994). A IL-1 tem como caracteristica principal o aumento na producao
de CSFs (Dinarello 1996). E interessante ressaltar que tanto a IL-6 quanto a IL-1 vem sendo alvo de
varios trabalhos que buscam alternativas para a mielossupressao causada pelas diversas terapias
antineoplésicas. O tratamento de animais expostos a Ciclofosfamida, Carboplatina e Nimustina
Hidroclorida (drogas que causam acentuada mielossupressao), com IL-1 e G-CSF produziu
significativa recuperacdo das taxas de hemoglobina e da contagem de leucécitos em sangue periférico
(Mizushima et al. 1992). A combinagao de IL-6 e G-CSF, também foi estudada e demonstrou ser capaz
de acelerar a recuperacgdo da aplasia causada por radioterapia em camundongos B6D2F1 (Patchen et al.
1993). Kovacs et al (1997) , foram além e demonstraram que a IL-1 sozinha é capaz de acelerar tanto a
recuperacdo granulopoética quanto trombopoética de camundongos mielossuprimidos por 5-
fluorouracil. A associacdo desta citocina ao GM-CSF, IL-3 e/ou IL-6 se mostrou ainda mais eficaz na
recuperacao da mielossupressao. Nossos resultados sobre a produgdo de IL-6 e IL-1a demonstraram
uma diminui¢do, respectivamente de 25% e 33%, nos niveis destas citocinas no sobrenadante de
LTBMCs de camundongos portadores de TAE. Por outro lado, o tratamento com CV ndo sé aumentou
os niveis de IL-6 (15%) e IL-1a (18%) em animais normais, como também evitou a queda dos niveis
destas citocinas em animais portadores de TAE, mantendo os niveis semelhantes ao do controle.

Nossos resultados sobre a viabilidade celular no sobrenadante, a contagem de células aderentes
da LTBMC, o nimero de CFU-GM e os niveis de IL-6 e IL-10, indicam que o CV além de nao
apresentar toxicidade sobre o estroma medular, parece ndo ter a¢do direta sobre a proliferacao celular,

mas sim sobre a atividade das células estromais, uma vez que em sobrenadante de LTBMC de animais

72



Atividade imunomoduladora da alga Chlorella vulgaris em camundongos portadores de TAE

portadores de TAE nao ha alteracdes no nimero de células aderentes, no entanto ocorre uma
modulagdo positiva do ndmero de células vidveis, do nimero de CFU-GM e dos niveis de IL-6 e IL-
lo.

O desenvolvimento do Tumor Ascitico de Ehrlich é acompanhado de imunossupressdo e
alteracdes severas no sistema imunohematopoético do hospedeiro (Bincoletto et al. 2005). Resultados
anteriores do nosso laboratério (Queiroz et al. 2004) demonstraram que a esplenomegalia e o aumento
no nimero de CFU-GM no bago, associados a acentuada diminui¢do no nimero de CFU-GM da
medula 6ssea de camundongos portadores de TAE, culminam com a morte do animal em
aproximadamente 18 dias. Este fato tem sido atribuido a migracdo de células progenitoras da medula
dssea para o baco. De qualquer modo, o baco é um 6rgao ativo ndo apenas no aumento da celularidade,
mas também como sitio de ativa¢do da hematopoese. Desta forma, € possivel que os elevados niveis de
CFU-GM no bago ndo sejam unicamente devidos a migracdo de células da medula éssea, mas também
pelo aumento na formacdo de progenitores pelas células tronco residentes neste 6rgao. Vdrios fatores
humorais sdo reportados como responsaveis pela inducio tumoral destes desequilibrios hematolégicos.
Dentre estes fatores podemos destacar os fatores estimuladores de coldnias (CSFs), que agem direta ou
indiretamente no microambiente hematopoético, estimulando o crescimento e a diferenciacdo tanto de
células do padrao Th; quanto do Th, (Degowin et al. 1981; Yamazaki et al. 1973). Neste sentido,
Queiroz et al (2004), demonstraram um aumento na atividade estimuladora de coldnia do soro de
animais portadores de TAE. Estes achados corroboram a literatura que relaciona a hematopoese
extramedular ao continuo aumento nos fatores estimuladores de colonias (Staszewski 1997) e também
confirmam nossos resultados que demonstram um aumento da atividade estimuladora de colonias de
aproximadamente 148, 259 e 343 %, respectivamente no 3°, 8° e 13° dias de desenvolvimento tumoral,
em relacdo aos animais normais.

Os fatores estimuladores de coldnias pertencem a um grupo de glicoproteinas que controlam o
crescimento e diferenciacdo de progenitores pluripotenciais da medula 6ssea (CFCs — células
formadoras de coldnias) que podem dar origem a qualquer célula sanguinea dependendo do estimulo
recebido, pois regulam sua producdo, matura¢do e funcdo (Metcalf et al. 1986). Estudos do nosso
laboratério (Justo et al. 2001) demonstram que o tratamento com CV, embora ndo apresente efeito
sobre 0 nimero de CFU-GM da medula éssea de camundongos normais, aumenta de forma
significativa a atividade estimuladora de col6nia no soro nestes animais. Confirmando estes resultados

demonstramos que o tratamento com o CV foi capaz de dobrar a CSA em animais normais. Este
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estimulo na produc¢do de CSA pode estar relacionado a presenga de uma glicoproteina antitumoral
soluvel em agua, que foi purificada da Chlorella vulgaris, e tém sido reportada como estimuladora da
hematopoese e da recuperagdo apds quimioterapia por aumentar os niveis de CSF e a migracdo de
células progenitoras para o bacgo, seguida pela expansdo de CFU-GM neste 6rgao (Konishi et al. 1996).

Experimentos recentes t€m demonstrado que fatores de crescimento, como GM-CSF, G-CSF e
M-CSF liberados pelas células tumorais e/ou células T reativas, ndo sdo os unicos fatores envolvidos
na hematopoese extramedular (Ruiz de Morales et al. 1999). Estes autores sugerem que outros fatores
de origem tumoral devem contribuir para o aumento no nimero de CFU-GM esplénico neste modelo
tumoral. Deste modo, é razodvel admitir que os efeitos do CV nas células progenitoras das linhagens
granulociticas e macrofagicas em camundongos portadores do tumor ocorrem possivelmente pela
modulacdo na producdo de citocinas/fatores estimuladores de colOnias, e/ou da responsividade de
células progenitoras ao CSF. Nossos resultados confirmam esta hipdtese uma vez que demonstramos
que o tratamento de animais portadores de TAE com CV elevou em média 37% a CSA em relacdo aos
animais apenas portadores de TAE, nos trés periodos da evolucio temporal avaliados.

Diversos trabalhos tém demonstrado que além da acdo direta sobre o microambiente medular e
a producdo de fatores de crescimento, o desenvolvimento do TAE ainda induz supressdo da resposta
imunoldgica do tipo celular mediada especialmente por macréfagos (Fecchio et al. 1990, Bincoleto et
al. 2005), linfécitos T (Segura et al. 1997, 2000) e células NK (Valadares et al. 2006a, Sheeja & Kuttan
2007).

A resposta imune mediada por células € uma das principais ferramentas na eliminacdo de
tumores (Liu et al. 2003). Isto pois desenvolve a imunidade através da geracdo de varias células
imunes efetoras como linfécitos T CD4" e CD8", células natural killer e macréfagos (Goldsby et al.
2002). A diminui¢do da funcdo ou a disfuncdo de linfécitos T citotoxicos e células NK, sdo os
principais responsdveis pela reduzida imunidade de pacientes com cancer submetidos a quimioterapia e
radioterapia (Tsavaris et al. 2002). Desta forma, a ativacdo da resposta imune nestes pacientes ¢ um
passo fundamental na luta contra a ameaga imposta pelas terapias convencionais, bem como pelo
tumor em si.

As células NK sdo potentes efetores do sistema imune inato e também estdo envolvidas na
vigilancia e na lise de uma variedade de linhagens celulares tumorais € em modelos tumorais murinos
(Hallett et al. 2006; Wodnar-Filipowicz et al. 2006). Nossos resultados demonstram, que em animais

portadores de TAE a atividade citotéxica de células NK diminui em média 70%. Por outro lado, o
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tratamento com CV foi efetivo tanto para aumentar a ativagdo destas células em animais normais
(59%) quanto em animais portadores de TAE (130%). A CV também mostrou ser eficaz para
aumentar a atividade de células NK em animais infectados com citomegalovirus (Ibusuki &
Minamishima 1990) ou Listeria monocytogenes (Dantas et al. 1999).

Um outro aspecto importante que deve ser considerado sobre o efeito antitumoral da CV € a
acdo desta alga sobre a ativacdo e/ou proliferacdo de células mononucleares esplénicas. Nesse sentido,
demonstramos que a presenca do tumor dobra a taxa de proliferacdo de células esplénicas. Quando
estes animais sao tratados com CV este aumento chega a ser 3, 4 e 2,5 vezes maior em relacdo aos
animais normais e 1,5, 1,3 e 1,2 vezes maior em relacdo aos animais apenas portadores de TAE,
respectivamente no 3°, 8° e 13° dias apGs a inoculagdo das células do tumor.

O balango das populacdes celulares esplénicas € claramente modificado pelo crescimento
peritoneal das células tumorais. Segundo Segura et al (2000), no 7° dia de desenvolvimento tumoral
ocorre um aumento de aproximadamente 65% no ntmero total de células esplénicas. Fecchio et al
(1990), demonstraram que no inicio do desenvolvimento do TAE o nimero de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) é muito menor que o observado na cavidade abdominal de animais
normais. No entanto, aproximadamente no décimo dia de desenvolvimento tumoral o nimero de
células sofre um aumento significativo (Santos et al 2004).

E muito provavel que desequilibrio no balango Th,/Th, causado pelo desenvolvimento do TAE,
seja devido tanto pelas interacdes celulares como pela producdo de fatores soluveis. Neste sentido,
poderiamos atribuir estas mudancas do padrao Th;—Th; a producdo de IL-10 e a diminuicao de IFN-y,
TNF-a e IL-2. Nossos resultados demonstram que em animais normais, o tratamento com CV foi capaz
de promover aumentos de 14,5% na producdo de TNF-a, 22% na produgdo de IFN-y e 32% na
producdo de IL-2. A presenca do tumor levou a uma reducgdo significativa nos niveis destas trés
citocinas. Em relagdo ao TNF-a, observamos uma reducdo progressiva que atingiu niveis de 12%, 24%
e 36%, observados respectivamente, nos dias 3, 8 e 13 da evolucdo tumoral. Concomitantemente,
verificamos uma diminui¢ao na producao de IL-2, sendo esta diminuicao de 22% no 3° dia e em média
41% no 8° e 13° dias. Ja em relagdo a produgao de IFN-y, um aumento foi observado no 3° dia apds a
inoculacdo tumoral, atingindo niveis 137% superiores ao observado no controle. No entanto, com a
evolugcdo tumoral observamos a reducdo dos niveis desta citocina no 8° e 13° dias, atingindo,

respectivamente, niveis 35% e 46% menores quando comparados ao grupo controle. Em relacdo aos
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niveis da citocina IL-10, ndo observamos mudanca nos 3 primeiros dias de desenvolvimento tumoral,
no entanto um aumento de cerca de 41% € observado no 8° dia, mantendo-se at€é o 13° dia. O
tratamento destes animais com CV foi capaz de manter os niveis de IL-10 semelhantes aos do controle.

Analisando os resultados obtidos na producdo de IL-10 e confrontando-os com a reducdo
observada nos niveis de TNF-o, IFN-y e IL-2, fica clara a imunossupressiao progressiva induzida pelo
desenvolvimento tumoral e a migracdo do padrao Th; para Th,. No entanto, em animais que receberam
tratamento com o CV, este quadro de imunossupressdo progressiva provocada pelo desenvolvimento
temporal do TAE nao foi observado em relagdo a nenhum dos fatores analisados. Tanto a produgdo de
TNF-a, quanto de IL-2 e IL-10 mantiveram-se semelhantes aos niveis produzidos pelos animais
controle apenas tratados com a alga. Em relacao ao IFN-y, uma diminui¢do de 20% (em relacdo aos
animais portadores de TAE) foi observada no 3° dia da inoculacdo tumoral, sendo que, no 8° e 13° dias,
os niveis desta citocina atingiram valores semelhantes ao observado no grupo controle apenas tratado
com CV.

As células do sistema imunolégico desempenham muitas de suas fun¢des gracas a producao de
citocinas. A interleucina 2 estimula a proliferacdo de células NK e células T (Misawa et al. 2000),
enquanto IFN-y, uma citocina chave secretada por células NK ativadas, estd relacionada com o
reconhecimento e destruicao de células alvo por regulagdo positiva de moléculas do complexo maior
de histocompatibilidade classe I e também por acdo antitumoral direta (Wodnar-Filipowicz et al.
2006). Esta bem estabelecido que IFNs ou indutores de IFN potencializam a reatividade de células NK
assim como a fun¢do de macréfagos (Djeu et al. 1979; Kuribayashi et al. 1981; Malkovsky et al. 1987;
Pace et al. 1983; Yamamoto et al. 1995). Vdrios estudos demonstram que a citocina IL-2, sozinha ou
em combinacdo com IFNs, também aumenta a atividade litica de células NK (Kuribayashi et al. 1981;
Hefeneider et al. 1983; Henney et al. 1981; Misawa et al. 2000; Sayers et al. 1989; Young et al. 1987),
as quais produzem e secretam uma variedade de moléculas imunoreguladoras que atuam
sinergicamente com IFNs, com a prépria IL-2, ou com citocinas induzidas por IL-2, para ativacdo de
respostas antitumorais (Allavena et al. 1985; Svedersky et al. 1985). A IL-2 foi inicialmente
identificada como fator de crescimento de células T (Ehrhardt et al. 1997; Taniguchi et al. 1983).
Dados da literatura sugerem que a diminui¢do na atividade de células NK se deve em parte a regulacdo
negativa da produgdo de IL-2 (Lala et al. 1985; Parhar & Lala 1985; Parhar & Lala 1988). Desta

forma, quando analisamos nossos resultados verificamos que o tratamento com CV aumenta a
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producdo de IL-2, o que influencia a atividade de células do sistema imune, induzindo sua proliferacao
e modulando suas habilidades para produzir citocinas, como IFN-y e TNF-a. Isto se deve, em parte, a
estimulacdo da citotoxicidade mediada por células NK. Neste ponto, é importante comentar a
habilidade das células tumorais de inibir a resposta de células T mediadas por IFN-y (Gosh et al. 1995;
Handel-Fernandez et al. 1997; Huang et al. 1995; Segura et al. 1997; Elexpuru et al. 1997; Stefanski et
al. 1996; Tada et al. 1991). Células tumorais também t€m a habilidade de suprimir a producdo de TNF-
a. Muitas tentativas tém sido feitas para explicar o sinergismo entre TNF e IFN-y. Estd bem
estabelecido que IFN-y regula positivamente a expressdo de receptores de TNF (Tsujimoto et al. 1986;
Aggarwal and Eessalu 1987). Todavia, € evidente que IFN-y sozinho induz a inibi¢dao do crescimento
de certas células tumorais (Sugarman et al. 1985) e produz esta potente inibi¢do pelo sinergismo com
TNF. Independentemente do mecanismo responsavel pela sinergia entre TNF e IFN-y, estas citocinas
tém sido consideradas importantes citocinas antitumorais. Desta forma, acreditamos que dentre todos
os fatores soliveis cuja producdo € estimulada pelo CV, destacam-se o TNF-a e o INF-y, os quais,
sozinhos ou em combinagdo, atuam na regulacdo da ativacdo de macréfagos contribuindo para a
resposta antitumoral do hospedeiro (Yamamoto et al. 1995).

Em relacdo a produgdo de IL-10, demonstramos que células esplénicas de camundongos
portadores de TAE, estimuladas in vitro com Con A produzem mais IL-10 do que células de animais
controle. Por outro lado, quando estes animais foram tratados com CV a produgdo de IL-10 foi
significantemente reduzida. A IL-10 foi inicialmente descrita como uma citocina imunoreguladora, que
€ produzida tardiamente apds estimulacdo por células T e macréfagos (Yssel et al. 1992). No entanto,
distintas vias de sinalizacdo que levam a producdo de IL-10 por vdrias outras células, incluindo as
células B, mastocitos e células NK, também foram mostrados (Howard et al. 1992; Mehrotra et al.
1998). Curiosamente, IL-10 foi mencionada por prejudicar a capacidade dos macréfagos de fornecer
sinais de co-estimulacdo para a proliferacdo de células T, efeito este principalmente mediado pela
inibi¢do da producdo de IL-2 (Parhar & Lala 1988).

Levando em consideracao estes resultados sobre o efeito de CV sobre a proliferacao e producao
de citocinas por células mononucleares esplénicas de animais normais e portadores de TAE e o fato de
que células neopldsicas malignas freqiientemente redirecionam a atividade citotéxica de macréfagos
em prol do préprio desenvolvimento tumoral (Fecchio et al. 1990; Subiza et al. 1989), decidimos
purificar macréfagos esplénicos e peritoneais para avaliar os efeitos do CV diretamente nestes tipos

celulares.
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Macréfagos sao considerados como a primeira linha de defesa da resposta imunoldgica contra
invasores, sendo um dos tipos celulares de maior eficicia do sistema de defesa imune antitumoral do
hospedeiro (Chattopadhyay et al. 2002) e um dos mais importantes componentes da imunidade natural
envolvidos tanto na inibi¢do do crescimento do tumor quanto na destruicdo de suas células (Palermo-
Neto et al. 2003). Estudos que visam encontrar alternativas para as terapias antitumorais classicas,
sugerem que um grande nimero de constituintes derivados de plantas estimulam a acdo
imunomoduladora e antitumoral através da ativacdo direta de receptores especificos dos macréfagos
(Schepetkin & Quinn 2006). A ativacdo destes receptores desencadeia a cascata intracelular de
sinalizagdes, resultando em ativagdo da transcricao e produgao de citocinas pro-inflamatérias como o
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e IFN-y (Schepetkin & Quinn 2006; Mondal et al. 2002). A cooperacao
entre o IFN-y e o TNF-a é demonstrada por Young et al (1997), cujos estudos concluem que a
associacdo IFN-y/TNF-o pode induzir mudangas de células progenitoras mielociticas secretoras de
TGF-B para células monociticas ndo supressoras que secretam TNF-o. Tais observagdes se tornam
muito relevantes quando focamos a habilidade do TNF-o em inibir o crescimento de células de TAE in
vitro e in vivo (Kurland et al. 1977; Schultz et al. 1978).

O estudo dos efeitos do tratamento com CV sobre a atividade de macréfagos isolados do
peritdnio e baco de animais normais e portadores de TAE, demonstra que, em animais normais, o
tratamento com CV promove aumento de 1,4 vezes nos niveis de TNF-a nos sobrenadantes das
culturas das duas populagdes macrofigicas estudadas, sem alterar a producdo de IFN-y e IL-10. A
presenca do tumor aumentou em até 2 vezes a producdo de TNF-o pelos macréfagos do bago,
comparado ao controle ndo-tratado, a0 mesmo tempo em que reduziu em aproximadamente 1,5 vezes a
producdo desta citocina pelos macréfagos do peritoneo. Redugdes significativas na producao de IFN-y,
paralelamente a aumentos significativos na produgdo de IL-10 foram observados nos dois sistemas de
cultura, caracterizando assim a predomindncia do padrdo Th, produzido pela evolucdo tumoral.
Interessante observar que, em todas as situacdes estudadas, resposta mais dramatica foi observada em
culturas de macréfagos esplénicos. Tratamento com CV restabeleceu a producdo normal das trés
citocinas por macréfagos peritoneais, enquanto que uma reversdo parcial, mas significativa foi
observada nos efeitos produzidos pela presenca do TAE na atividade dos macréfagos esplénicos.

Trabalhos do nosso grupo t€ém demonstrado que durante o desenvolvimento do TAE ocorre

profundas alteragdes hematopoéticas, resultando em declinio no nimero de células progenitoras,
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particularmente da linhagem macrofagica e granulocitica (CFU-GM), seguido de aumento
hematopoese extramedular (Pessina et al. 1982; Queiroz et al. 2004). A diminuicdo das células
progenitoras na medula dssea é associada a uma migragdo, via corrente sangiiinea, levando a uma
acumulagdo no baco (Valadares et al 2006a). Akev et al 2007a, b, demonstraram que em animais
portadores de TAE, andlise histolégica do baco mostra presenca de hiperemia e dilatacdo devido a
infiltracdo de células inflamatdrias, especialmente leucdcitos, com predomindncia de macréfagos
supressores (Parhar & Lala 1988; Mantovani et al.1992; Yamamoto et al. 1995; Elgert et al. 1998;
Utsumi et al. 1990; Watson et al. 1991; Palermo-Neto et al. 2003). Neste contexto, um possivel
mecanismo responsdvel pela evolugdo tumoral seria o aumento na produ¢dao de TNF-o por macréfagos
supressores esplénicos, os quais seriam produtos da hematopoese esplénica induzida pelo
desenvolvimento tumoral. Além disso, TNF-o é uma importante citocina pro-inflamatéria fundamental
para o processo de angiogé€nese, condicdo indispensdvel para o aumento da vascularizacdo e
conseqiiente desenvolvimento tumoral (Teixeira et al. 2006). Por outro lado, TNF-o liberado por
macréfagos na cavidade peritoneal desempenha papel fundamental na defesa do hospedeiro,
estimulando autocrinamente a ativacdo de mondcitos e macréfagos com atividade citotéxica contra
tumores, induzindo a expressdo de outros mediadores imunoreguladores e inflamatdrios, como
citocinas de padrao Th; (Baugh & Bucala 2001) e liberagao de NO e ROIs (Fearon & Richard 1996).
Um outro fator essencial para a defesa do hospedeiro é a producao de IFN-vy, que além de promover
a ativacao de células NK e a diferenciacao de células no organismo, induz a ativacdo de macréfagos
(Furusawa et al. 2003; Kodama et al. 2002). A ativacdo de macrofagos pelo IFN-y, tem sido um
marcador de resposta imune contra patégenos intracelulares, células tumorais, bem como certas
reacOes auto-imunes. IFN-y ativa macréfagos a produzirem citocinas que desempenham mecanismos
antimicrobianos e tumoricidas, e ativam APCs (Farrar et al. 1993; Murray et al. 1994). A interleucina
10, por outro lado, por ser uma citocina de padrdao Thy, inibe a proliferacdo e ativacdo macrofagica.
Tem sido sugerido que esta citocina pode agir no mecanismo de feedback negativo para prevenir
efeitos deletérios da ativagdo excessiva de macrofagos durante a inflamacdo (Tanaka et al. 2005).
Porém, quando € liberada durante o desenvolvimento tumoral sua atividade € exclusivamente em
beneficio do tumor, uma vez que age inibindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-q,
IL-8, IL-6, IL-1P, IL-12 (Glauser et al. 1991; Fiorentino et al. 1991; De Waal Malefyt et al. 1991;

Rahim et al et al. 2005; Butcher et al. 2005). diminuindo drasticamente a proliferacdo de células T,
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suprimindo a atividade de macréfagos e células natural killer (Huang et al. 1995), ou ainda inibindo a
capacidade de apresentacdo de antigeno, incluindo a maturacio de APCs (Buelens et al. 1997), a
expressao de MHC de classe II e moléculas co-estimulatdrias (Fiorentino et al. 1991; De Waal Malefyt
et al. 1991).

E bem estabelecido que a atividade tumoricida dos macréfagos estd relacionada ndo apenas a
producdo de citocinas inflamatdérias, mas em grande parte a liberacdo de dois grupos de compostos
inorganicos com alto grau de reatividade: os intermedidrios reativos de oxigénio (ROI) como
superdxido e peréxido de hidrogénio, e os intermedidrios reativos de nitrogénio (RNI) incluindo nitrito
e oxidos altamente reativos como 6xido nitrico e didéxido de nitrogénio (Cotton & Wilkinson 1980).
ROIs sdo produzidos pelo burst respiratério de mondcitos e macréfagos em resposta a interacdes
ligante-receptor e estdo envolvidos na atividade citotoxica anticorpo-dependente (Lewis & McGee
1992) e anticorpo-independente (Martin & Edwards 1993). A citotoxicidade dos macréfagos também é
resultado da liberagdo macica de 6xido nitrico (NO) (Stuehr & Nathan 1989; Farias-Eisner et al. 1994)
e intermediérios de nitrogénio (como por exemplo NO, e NO3’) (Bhaumik et al 2000; Ding et al. 1988)
e tem sido associada a indug@o de apoptose em células alvo (Brune et al. 1999). Macréfagos infiltrados
no tecido tumoral produzem NO, que por virtude de suas propriedades difusionais é capaz de induzir
apoptose em células tumorais levando a diminuicdo da viabilidade do tumor (Laurent et al. 1996).
Nishikawa et al (2004), demonstraram que a inibi¢do do transporte de elétrons mitocondriais por
formacgdo enddgena de NO efetivamente induz apoptose de células tumorais asciticas. Assim, o NO
exerce papel critico na defesa do hospedeiro contra células tumorais pela inibi¢io do metabolismo
energético e/ou por um mecanismo apoptético, particularmente através da diminuicdo da tensdo de
oxigénio na cavidade peritoneal.

O tratamento de animais normais com CV ndo alterou, nos trés periodos avaliados, a producdo de
peréxido de hidrogénio ou de nitrito seja na presenga ou auséncia de estimulo. A presenca do TAE foi
capaz de duplicar os niveis de H,O, no 3° e no 8° dias de progressdo tumoral. No entanto no 13° dia
observamos a diminuicdo desta producado, chegando aos niveis do controle. O tumor também estimulou
a producdo de NO, provocando um aumento acentuado nos niveis deste radical de até 7 vezes no 3° e
no 8° dias, e de 2 vezes no 13° dia, quando notamos uma tendéncia a diminuicdo. O tratamento com
CV produziu estimulo adicional na producao de H,O, no animal portador do tumor, nos trés periodos

avaliados. Um padrao semelhante de efeito foi observado quanto a produgao de NO, .
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Em animais portadores de TAE, a liberacao de H,O, e NO, por macréfagos peritoneais &
estimulada pela simples presenca das células tumorais na cavidade peritoneal do animal. No entanto,
quando o tumor se desenvolve em animais tratados com CV, verificamos que a ativa¢do macroféagica é
mais efetiva, produzindo niveis maiores de peréxido de hidrogénio e nitrito, até mesmo no 13° dia de
evolucdo do tumor quando ocorre diminui¢do da atividade de macréfagos visto que o animal ja se
encontra no estagio terminal do desenvolvimento do tumor.

O mecanismo de acdo pelo qual a Chlorella vulgaris exerce sua atividade imunomoduladora ainda
ndo estd completamente esclarecido. No entanto, os mecanismos descritos neste trabalho como a
regulacdo hematopoética, aumento da atividade citotoxica de células NK, o aumento da proliferacdo e
atividade de células mononucleares esplénicas, a ativacdo macrofagica e a polarizagdo da resposta
imunoldgica para Th; sdo de fundamental importancia na ac¢do antitumoral da CV.

A Figura 23, em suma, ilustra as altera¢des induzidas pelo desenvolvimento do TAE e onde,

possivelmente, a Chlorella vulgares age através do estimulo aos mecanismos imunomoduladores.
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Figura 23: Esquema das altera¢des induzidas pelo desenvolvimento do Tumor Ascitico de Ehrlich e possiveis
locais de acdo da CV ().
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6. CONCLUSOES

A partir dos experimentos realizados podemos concluir neste trabalho que o tratamento

profilatico/terapéutico de camundongos portadores de Tumor Ascitico de Ehrlich com a dose de

50mg/Kg/dia da alga Chlorella vulgaris:

¢

¢

* & o o

Prolonga a sobrevida;

Protege o hospedeiro da mielossupressdo induzida pelo desenvolvimento tumoral por agir tanto
na formacdo e manutencdo do estroma medular, quanto no estimulo da atividade das células
estromais induzindo a liberagdo de citocinas reguladoras da hematopoese como a IL-6 e a IL-
1o

Aumenta a atividade estimuladora de col6nias no soro;

Aumenta a atividade de células NK;

Aumenta a proliferacdo de células mononucleares esplénicas;

Aumenta a produgdo de citocinas com padrao Th; (IL-2 e INF-y) e a liberacdo de TNF-a por
células mononucleares esplénicas, paralelamente diminui a produgdo de IL-10 (padrao Thy);
Restabelece a produ¢do normal de TNF-o, IFN-y e IL-10 por macréfagos peritoneais e reverte
parcialmente os efeitos supressores do tumor na atividade dos macréfagos esplénicos;

Aumenta a atividade antitumoral de macréfagos pelo estimulo da producao de H,O; e nitrito.

Analisando todos os nossos resultados e levando em consideracdo o fato de que substancias

com potencial imunomodulador, visam aumentar ou restabelecer os mecanismos de defesa naturais dos

pacientes para agirem contra as células tumorais, sem contudo, apresentar os efeitos colaterais graves

dos quimioterdpicos (Ernst & Cassileth 1999; Verhoef et al. 1999), podemos dizer que a alga Chorella

vulgaris além de possuir alto valor nutritivo (Baianova & Trubachev 1981), capacidade antioxidante

(Vijayavel et al. 2007) e atividade anti-viral e antibacteriana (Ibusuki & Minamishima 1990; Souza-

Queiroz et al 2004, 2008; Dantas & Queiroz 1999), apresenta importante atividade imunomoduladora

frente ao desenvolvimento do TAE, j4 que na presenca do tumor o hospedeiro que vem recebendo

Chlorella é capaz de reagir mais prontamente € com maior vigor na indu¢ao de mecanismos essenciais

de defesa imunoldgica. Neste sentido, sugerimos que a alga Chlorella vulgaris pode ser um candidato

a agente preventivo e complementar no tratamento do céncer.
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