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RESUMO

SOUZA QUEIROZ, J. Efeitos da alga Chlorella vulgaris sobre a resposta
hematopoética e capacidade funcional de neutrofilos em ratos
submetidos ao estresse agudo fisico e psicogénico e infectados com
Listeria monocytogenes. [Effects of the algae Chlorella vulgaris on
hematopoietic response and on functional activity of neutrophils in rats
submitted to physical and psychogenic acute stress and infected with
Listeria monocytogenes]. 2006. 180fls. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias). Instituto de Psicologia. Universidade de Sado Paulo, Sdo Paulo,
2006.

Evidéncias experimentais sugerem que uma variedade de estressores ativa o
controle hipotalamico das respostas neuroendocrinas e autonémicas que estao envolvidas
na producao de células do sangue e na liberacido destas células da medula dssea para a
circulagao. A alga Chlorela vulgaris (CV) exibe varias atividades imunomoduladoras como,
por exemplo, a capacidade de estimulacido das células hematopoéticas e de ativagdo de
leucécitos maduros. No presente trabalho analisamos o efeito imunoprotetor da CV em
animais submetidos aos estressores fisicos (estresse por choque escapavel - CE e
inescapavel - Cl) e ao estressor psicogénico (grupo de animais que testemunhou a
exposicdo ao choque inescapavel - T) e inoculados com a bactéria Listeria
monocytogenes (LM). Os parametros imunoldgicos observados foram: 1) Crescimento e
diferenciacao de progenitores hematopoéticos para granulécitos e macréfagos (CFU-GM)
da medula éssea; 2) Atividade funcional (burst e fagocitose) de neutrdéfilos circulantes
avaliados por citometria de fluxo; 3) Sobrevida de animais inoculados com dose letal de
LM e/ou submetidos aos estressores fisicos e psicogénico. Nos grupos Cl e T
observamos uma redug¢do no numero de CFU-GM na medula 6ssea. Por outro lado, ndo

houve reducao deste parametro nos animais do grupo CE quando comparado ao medido

no grupo controle. Observamos uma maior susceptibilidade do organismo a infec¢cao por
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LM quando o estresse foi aplicado previamente a inoculagdo com dose subletal desta
bactéria. No entanto, o tratamento com 200 mg/Kg/dia de CV por 5 dias consecutivos
mostrou uma acgdo protetora, restabelecendo a mielossupressao induzida pelo choque
inescapavel ou pelo estressor psicogénico e/ou pela infeccdo. A aplicagdo de choques
escapaveis nao alterou significativamente o perfil da resposta hematopoética produzida
pela infecgdo. O estudo da eficacia terapéutica de alga, avaliada pelo tratamento de
animais infectados com dose letal de LM, demonstrou uma sobrevida de 50% no grupo
infectado e de 20% nos grupos infectados e submetidos aos diferentes tipos de estresse,
inclusive naquele exposto ao estresse escapavel. Ao considerarmos os efeitos dos
estressores sobre a atividade funcional de neutréfilos sanguineos, observamos uma
redugéo na capacidade de fagocitose nos grupos Cl e T, e um aumento do burst induzido
pela fagocitose. No grupo CE houve um aumento na capacidade de fagocitose destas
células, enquanto que o burst ndo foi alterado. O estudo dos efeitos da CV sobre a
atividade funcional de neutrofilos demonstrou uma capacidade da alga de impedir a
redugdo da fagocitose produzida pelo estresse fisico por choque inescapavel e
psicogénico, sem interferir com o burst oxidativo, que estava aumentado nestes grupos.
Impediu também o aumento da capacidade de fagocitose verificado no grupo CE. Esses
resultados sugerem que a CV possua propriedades protetoras contra os efeitos induzidos
pelo diferentes tipos de estressores sobre a série granulocitica/macrofagica, a atividade
funcional de neutréfilos e sobre a sobrevida de animais estressados e infectados com

dose letal de LM.

Palavras-chave: Neuroimunomodulagao. Mielopoese. CFU- GM. Mielossupressédo.Choque

Inescapavel. Choque Escapavel. Imunidade Inata.Citometria de fluxo.
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ABSTRACT

SOUZA QUEIROZ, J. Effects of the algae Chlorella vulgaris on hematopoietic
response and functional activity of neutrophils in rats submitted to
physical and psychogenic acute stress and infected with Listeria
monocytogenes. [Efeitos da alga Chlorella vulgaris sobre a resposta
hematopoética e capacidade funcional de neutrofilos em ratos
submetidos ao estresse agudo fisico e psicogénico e infectados com
Listeria monocytogenes]. 2006. 180fls. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias). Instituto de Psicologia. Universidade de Sdo Paulo, Sado Paulo,
2006.

Evidence suggests that a variety of stressors can activate the hypothalamic control
of the neuroendocrine and autonomic responses involved in the production’s control of
blood cells and their release from bone marrow to circulation. The algae Chlorella vulgaris
(CV) has several imunomodulatory activities, as the stimulation of hematopoietic cells and
the activation of mature leukocytes. The present study evaluated the mieloprotective
effects of CV in rats exposed to physical stressors (inescapable - Cl and escapable
footshock - CE) and to psychogenic stressors (animals that witnessed the inescapable
shock application - T), which were inoculated or not with a sublethal dose of the bacterium
Lysteria monocytogenes (LM). The immunologic parameters observed were: 1) The
growth and differentiation of bone marrow progenitors into granulocytes and macrophages
(CFU-GM); 2) the functional activity (oxidative burst and phagocytosis) of blood
neutrophils, using flow citometric methods; 3) The rate of survival of animals infected with
lethal dose of LM and submitted or not to the stressors. The Cl and T groups were
mielossupressed. On the other hand, in the CE group, no differences in the number of
CFU-GM were observed, when compared to controls. An increase in the susceptibility of

the organism was observed when the animals received the inescapable shock application

and the psychogenic stressor before the inoculatium of sublethal dose (7,8x10°%) of the
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bacterium. However, this mielopoietic response was recovered with the pre-treatment with
200 mg/Kg/day for 5 consecutive days of CV, reestablishing the mielossupression caused
by the stress and the infection. The escapable shock didn’t produce any significant
difference in the hematopoetic response observed in the infection. The study of the
survival rate of rats infected with the letal dose of LM showed that the pre-treatment with
CV protected 50% of the animals that were only infected with LM, whereas in the group
previously stressed the protection was of 20%. Here, the same response was observed in
the animals submitted to the different types of stressors evaluated in this work. To assess
the effect of CV treatment in the response of mature blood cells, we considered the
functional activity of neutrophils of animals submitted to the stressors. We observed a
reduction in phagocytosis in the Cl and T groups, and an increase in the oxidative burst
induced by the phagocytosis. In the CE group there was an increase in the blood
neutrophil phagocytosis, while the production of oxidative burst remained equal to that of
control group. The treatment with CV reestablished the changes in phagocytosis to normal
values in all the groups, but it produced no changes in the respiratory burst, which was
increased in the circunstances of the inescapable shock and of the psychogenic stressor,
when compared to the values of control group. Considering our results, we suggest that
CV has protective properties against the effects produced by the different types of
stressors on the CFU-GM, the functional activity of neutrophils and on the rate of survival

of animals stressed and infected with lethal dose of LM.

Keywords: Neuroimunomodulation. Mielopoesis. CFU-GM. Mielossupression. Inescapable

Footshock. Escapable Footschok. Innate Immunity. Flow cytometry.
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1. INTRODUCAOQ'

As relagdes entre estresse e sistema imunolégico sdo ha muito tempo
pesquisadas e reconhecidas. Sabe-se que a exposi¢gdo do organismo a estimulos
estressantes fisicos, psicossociais e ambientais altera de forma significativa o
funcionamento do sistema imunoldgico, estando relacionada a uma variedade de
doencgas imunoldégicas. Os efeitos do estresse sobre a resposta imunoldgica tém
sido atribuidos a ativacado do eixo adrenocortical, com conseqiiente aumento dos
niveis de glicocorticoides e de catecolaminas. O estresse altera o numero e o
funcionamento das células mieldides e linféides, assim como a liberagdo de
citocinas. A medula éssea ¢é o sitio de origem das células pluripotenciais das quais
se originam as células do sistema hematopoético, incluindo as familias de células
imunologicamente ativas. Portanto, € essencial que qualquer estudo sobre
alteragbes no funcionamento do sistema imunoldgico causadas por estimulos
externos considere possiveis alteragées no crescimento e diferenciagdo de células
precursoras.

O modelo de infecgdo com L. monocytogenes tem sido empregado para
avaliar o circuito de interagdes entre os sistemas imunolégico e neuroenddcrino, os
quais estao envolvidos na supressao da resisténcia do hospedeiro induzida pelo
estresse. Em condigbes normais, ja estda bem estabelecido na literatura que a
pronta mobilizagdo dos precursores de granulécitos-macrofagos da medula dssea
para o local de deposicdo bacteriana tem um papel importante no controle da
infeccdo nos seus estagios iniciais.

Nos ultimos anos a alga verde unicelular Chlorella vulgaris tem despertado

interesse da comunidade cientifica por exercer seus efeitos sobre as defesas do

' As referéncias bibliograficas sdo apresentadas na reviséo da literatura.
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hospedeiro. Estudos demonstram que o restabelecimento da geragdo de
granuldcitos-macrofagos nos 6rgdos hematopoéticos e a ativagao das fungdes
efetoras dos fagécitos é crucial na expressao da atividade antibacteriana dessa

alga.

Dessa forma questionamos a eficacia terapéutica da C. vulgaris em
proteger animais expostos aos estressores agudos (fisico, por choques com e
sem escape e psicogénico), e a infeccdo com a bactéria L. monocytogenes, assim
como a essas situacdes associadas. Para isso, iremos considerar o crescimento
de células tronco pluripotenciais da medula 6ssea e sua diferenciacdo em

granulécitos e macréfagos e a atividade funcional de neutrofilos circulantes.

Nesse sentido, nosso grupo de trabalho na UNICAMP ja observou que o
pré-tratamento com C. vulgaris interfere positivamente nos parametros de
sobrevida, crescimento e diferenciagdo de progenitores hematopoéticos de
animais submetidos a exposicdo ao chumbo, a inoculagdo com o tumor ascitico de
Ehrlich e a bactéria L. monocytogenes e, demonstrei em meu trabalho de iniciagao
cientifica a mieloprotegcédo de animais submetidos ao estresse agudo de contengéo
e frio. Assim, pareceu-nos interessante verticalizar um pouco mais a andlise desse
fato, utilizando modelos de estresse fisico e psicogénico e a avaliagdo, por

citometria de fluxo, da atividade funcional de neutréfilos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Transcreve-se abaixo uma revisdo dos dados de literatura mais relevantes e por

nos considerados como necessarios para a compreensao desse trabalho.

2.1 NEUROIMUNOMODULAGAO

Muito antes do conhecimento da existéncia das multiplas interagcbes entre os
zsistemas nervoso, enddcrino e imune, ja se suspeitava que as emogdes pudessem
influenciar o bem estar dos seres humanos e dos animais. Aproximadamente 200 AC,
Galeno ensinava que mulheres melancélicas eram mais susceptiveis ao desenvolvimento
de um tumor de mama que as chamadas, “mulheres de sangue quente” (Dunn, 1988;
Sternberg, 1997).

Nas ultimas décadas as interagdes entre o sistema imunoldgico (Sl) e o sistema
nervoso central (SNC) tém despertado o interesse de inumeros grupos de pesquisa. Esse
interesse e os trabalhos que vém sendo obtidos resultaram na concepgéao de uma grande
area de pesquisa conhecida, de modo mais amplo, como Psiconeuroimunologia ou
Neuroimunomodulacao. Esta area se presta ao estudo dos mecanismos através dos quais
estes sistemas trocam informacgdes, influenciando-se mutualmente, com evidentes
implicagdes fisiolégicas e patoldgicas.

Segundo a definicdo de Ader (2000), a psiconeuroimunologia vem a ser a ciéncia
que estuda as interagcdes entre o comportamento, as fungdes neurais e enddcrinas, e 0s
processos imunolégicos; parte da premissa de que a adaptagcdo seja o produto de um

unico e integrado sistema organico em que cada uma de suas partes evoluiu para
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executar uma fungéo especializada. Consequientemente, a imunoregulagdo nao pode ser
entendida completamente sem que se leve em consideragdo o organismo como um todo
€ 0s meios externos e internos no qual as respostas imunes ocorrem.

Um dos pioneiros no desenvolvimento da psiconeuroimunologia foi George
Salomon, que iniciou a pesquisa clinica nesta area examinando a historia de vida e as
caracteristicas de personalidade de seus pacientes relacionando-as com doencas
autoimunes. Convencido da necessidade de realizar pesquisas nesta area, Salomon
fundou um laboratério de psiconeurologia, para analisar detalhadamente a influéncia de
efeitos comportamentais, sociais e endécrinos sobre a fungdo imunolégica; avaliou
principalmente a resposta organica a antigenos bacterianos, e a inoculagao de tumores,
tendo verificado a existéncia de correlagdes positivas entre as variaveis estudadas (para
revisdo veja (Solomon, Amkraut, 1981). Algum tempo depois, adapta seus conceitos de
psiconeuroimunologia as pesquisas clinicas relacionadas ao HIV e a AIDS (Ader, 2000).

A influéncia da atividade do sistema neuroenddcrino sobre o sistema imunolégico
foi explicada magistralmetne por Hans Seyle em um artigo que se tornou um marco na
histéria do estudo do estresse (Reiche, Nunes, Morimoto, 2004).

Seyle descreveu o desenvolvimento de uma sindrome decorrente da exposigao de
um animal a um conjunto muito diversificado de estimulos nocivos que incluia exposigéao
ao frio, injuria tecidual, excesso de exercicios e intoxicagbes, entre tantos outros. Os
achados caracteristicos dessa sindrome foram: hipertrofia das glandulas adrenais,
aparecimento de Ulceras gastricas e, curiosamente para a época, atrofia dos érgaos
linféides, incluindo-se aqui o baco e os linfonodos. Como tais achados eram
independentes do agente empregado, Seyle concluiu que representavam uma resposta
organica a injuria, denominando-os coletivamente de “sindrome de adaptagéo geral”, que
propositalmente passou a ser chamada de estresse. Deste trabalho nasciam dois

conceitos fundamentais sobre o estresse: 1) as respostas aos estressores parecia ser
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adaptativa, representando uma tentativa do organismo de acomodar-se a uma nova
situacdo, e 2) ela ndo dependia do estimulo, era esteriotipada (Seyle, 1936). Como esta
sindrome pode ser gerada por estimulos fisicos e psicolégicos, e como tem decorréncias
tanto comportamentais quanto enddcrinas, incluindo-se aqui a influéncia destas sobre a
atividade de o6rgaos linféides, e consequentemente sobre o sistema imunolégico, parece
natural supor que o SNC e o Sl interajam na preparagéo do organismo para acomodar
mudangas impostas pelo estressor.

Depois de Selye (1956), outros trabalhos mostraram a interagéo funcional entre os
sistemas nervoso, endocrino e imune (Friedman, Glasgow, Ader, 1969; Ader, 1980;
Brooks et al., 1982; Felszeghy, Gaspar, Nyakas, 1996; Spector, 1996). Sabe-se que o
SNC, pela mediagédo que exerce sobre as fungdes neurovegetativas durante o estresse, é
capaz de influenciar a resposta do S| (Besedovsky et al., 1985; Blalock, 1994b; Weigent e
Blalock, 1995; Fonseca, 2005). Desta forma, varias doengas, aparentemente
desconectadas entre si, como infec¢des, asma, alergias, cancer, anorexia nervosa,
doenga de Alzheimer e esclerose multipla podem ter uma etiologia neuroimunoldgica
(Dinarello, Savage, 1989). Nesse contexto, foi demonstrado que, animais expostos a
diferentes tipos de estresse sdo mais susceptiveis a infecgdes e tumores (Rabin, 1999).

Por outro lado, durante a década de 70, Hugo Besedovsky comegou a avaliar a
interacdo entre os sistemas neuroimunolégico e enddcrino. Em 1975, demonstrou que a
imunizagao com diferentes antigenos era capaz de induzir mudangas neuroenddcrinas e
de atividade no SNC. Nascia entdo o outro brago da neuroimunomodulacgéo: o estudo de
produtos originarios de processos imunologicos/inflamatoérios sobre a atividade do SNC.

Ha uma raz&o bioquimica clara para a ocorréncia de interagbes entre o Sistema
Nervoso e o Sistema Imunoldgico. Esses sistemas compartiiham de receptores para
citocinas, neurotransmissores, horménios e neuropeptideos (Blalock, 1984). Além disso,

produtos originalmente tidos como especificos para cada um deles coexistem em tecidos
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linféides, enddcrino e nervoso. Assim, por exemplo, ha células linféides produzindo ACTH
e TSH (Blalock, 1984) e citocinas sendo produzidas no SNC (Basedovsky et al., 1986). A
presenca de receptores para citocinas no cérebro e a ativacdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA) por citocinas pro-inflamatérias fornecem vias igualmente
importantes, através das quais o sistema imunologico influencia a atividade
neuroendocrina (Besedovsky et al., 1991; Blalock, 1994a; Kelley et al., 1994; Weigent e
Blalock, 1997; Turnbull e Rivier, 1999). Essas observacbes reforcam a nogao da
existéncia de comunicacoes e relacionamento bidirecional entre o sistema neuroenddécrino
e imunolégico (Madden, Felten, 1995).

Assim, a busca de um substrato molecular que suportasse e justificasse a interagéao
entre os sistemas endoécrino e imunolégico foi, e continua sendo, foco de estudo de
muitos grupos de pesquisa que trabalham em neuroimunomodulagédo; buscam,
especificamente, entender a “sintaxe” da conversa entre esses dois sistemas (Blalock,
1994b). Ja esta bem aceito, nos dias atuais, que as células do sistema imunolégico
possuem B-adrenoceptores (Madden, Sanders, Felten, 1995), assim como o fato de que
tém a capacidade de sintetizar alguns horménios, entre eles o ACTH (Blalock, Harbour-
McMenamin, Smith, 1995). Por outro lado, ja se demonstrou que as citocinas como a IL-1
podem ser sintetizadas dentro do SNC, tendo ali importante papel em fungdes
anteriormente descritas como sendo exclusivas do sistema nervoso como, modulagao das
emogodes, de comportamentos e da memoria (Schneider et al., 1998). Um trabalho de
Costa-Pinto et al. (2005) mostrou amento de marcagdo fos em areas do SNC
relacionadas com o comportamento ansioso e com a emogdo (como 0 nucleo
paraventricular do hipotalamo e o nucleo central da amigdala) apdés um uUnico desafio
intranasal com OVA em camundongos tornados alérgicos ao antigeno.

As citocinas sado produtos que regulam processos bioldgicos relevantes como

inflamacao, febre, proliferacdo e diferenciacdo celular, sintese de proteinas de fase



28

aguda, quimiotaxia, catabolismo, fibrose, agdes antivirais e produgao de outras moléculas,
de citocinas e moléculas de adesdo. Originam-se de diversas células, sendo as principais
os macrofagos, os linfocitos, as células Natural Killer (NK), os mondcitos, as células
dendriticas, endoteliais e epiteliais, os fibroblastos e os astrécitos. Alguns representantes
desta “familia” de glicoproteinas sao a IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, fator de necrose tumoral (TNF)
e interferon gama (INF-y) (Fonseca, 2005).

Quando administradas in vivo, algumas citocinas, como IL-1 e IL-6, afetam a atividade
do SNC. Neste sentido, o tamanho e a estrutura quimica das citocinas dificultam a difusao
simples destas moléculas para o interior do SNC, através da barreira hemato-encefalica.
Entretanto, existem sitios neurolégicos no SNC que estédo fora desta barreira, como por
exemplo, o érgao vascular da lamina terminal (OVLT) e a area Préoptica (Poa) (Blatteis,
1992). Mais que isto, alguns autores tém descrito a existéncia de um sistema de
transporte ativo para as citocinas no SNC (Banks; Kastin; Gutierrez, 1994). Uma vez no
SNC, algumas citocinas exercem multiplas fungbes, como indugdo de febre, sono de
ondas lentas, anorexia, diminuicdo de motivacdo e do comportamento exploratério
(sindrome conhecida como comportamento doentio) (Otterness et al., 1988; Dunn,
Antoon, Chapman, 1991) e aumento da secregao de hormdnio liberador de corticotrofinas
(CRF) (Dunn, Antoon, Chapman, 1991).

O hipotadlamo apresenta diversas conexdes neurais com o sistema limbico, que esta
envolvido nos processos de adaptacdo e nas respostas neuro-enddécrinas € emocionais
ao estresse. A ativagdo do eixo Hipotalamo-Hipdfise-adrenal (HHA) e a conseqliente
liberagdo de ACTH e de glicocorticéides fazem parte das respostas neurovegetativas
ligadas as situacbes de estresse e de ansiedade (Graef, 1989). A ativacdo do HHA pela
IL-1, que pode ser produzida durante um processo inflamatério ou infeccioso passa,
entdo, a ser considerada como uma situagédo capaz de induzir e potencializar o estresse

ou a ansiedade desencadeados por estimulos ambientais ou fisicos (Dunn, 1995).
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Outra evidéncia da existéncia de comunicag¢des entre o SNC e o Sl foi inaugurada
pelos trabalhos de Metalnikov e Chorine na década de 20. Estes trabalhos mostraram que
o0 sistema imune poderia ser condicionado (Metalalnikov; Chorine; 1926, citado em
Fonseca, 2005). Cara, Conde e Vaz, (1994) mostraram que era possivel alterar a
preferéncia de camundongos ao sabor doce se esse estimulo fosse pareado com um
agente aversivo. Utilizando o mesmo modelo experimental de alteragéo de preferéncia ao
sabor, Basso et al. (2004) mostraram que esta alteragao era acompanhada tanto por um
aumento da ansiedade mediada comportamentalmente como pela expressao de c-fos no
ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN). Estes autores ainda mostraram que o
aumento da c-fos era dependente de imunoglobulina E. De fato, o uso de bloqueadores
da IgE preveniu ndo s6 o aumento de c-fos no PVN, mas também a alteragao de
preferéncia ao sabor (Basso et al., 2003).

Trabalhos da literatura tém mostrado que o sistema imune adaptativo tem um papel
importante nas fungbes cerebrais superiores. Neste particular, muito interessantes sao os
relatos sugerindo que a excessiva producgao de IL-2 ou de seus receptores em linfocitos T
esteja relacionada ao aparecimento de alguns dos sintomas da esquizofrenia (Maes et al.,
1995; Kim et al., 1999), e que o tratamento por 8 semanas com haloperidol foi capaz de
reverter a produgdo alterada dessa interleucina (Kim et al.,, 1999). Foi também
demonstrado que, a deficiéncia em células T leva a prejuizos cognitivos, os quais podem
ser revertidos com uma vacina feita com um agonista sintético de baixa afinidade de
clones de células T auto-reativas (Kipnis et al., 2004).

Nesse contexto apesar de recente, enquanto area organizada do conhecimento, a
neuroimunomodulagdo acumulou um corpo de dados e de conhecimentos suficientes para
justificar a idéia agora inequivoca de que existem extensas relagdes entre os sistemas
imunoldgico e neuroendécrino. Tais relagdes neuroimunes ndo devem ser desprezadas

ou subestimadas em qualquer area de pesquisa da saude, pois podem ser responsaveis
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por fendbmenos ainda pouco compreendidos, e considerados como anedéticos ou como
artefatos em passado recente (Cohen, 2004; Maestroni, 2004). Quer nos parecer como ja
afirmado por Ader (2000) que o envolvimento de outras areas da pesquisa ou da clinica
com a psiconeurologia sera mais intenso quando forem mais bem identificadas e

manipuladas as variaveis que governam 0s processos imunoregulatorios.

2.2. ESTRESSE E FUNCAO IMUNE

Para comecarmos a abordar o tema proposto neste item faz-se necessario uma
definicdo da palavra estresse, uma vez que a mesma apresenta diversos significados. E
relativamente comum ver o uso da palavra estresse empregado tanto para se referir ao
estimulo estressor como a resposta induzida pelo estimulo estressor. Um estressor é
qualquer estimulo (psicolégico, fisico ou imunolégico) capaz de provocar uma resposta
fisiologica de estresse, que pode ser mensurada pelo aumento dos niveis de
glicocorticoides (cortisol no homem e corticosterona em camundongos) (Creel, 2001). As
consequéncias desta resposta sdo geralmente adaptativas a curto prazo (Dhabhar,
McEwen, 1996; 1997), porém podem ser prejudiciais quando o estressor se mantém por
periodo crénico (Dhabhar, McEwen, 1997; McEwen, 1998).

Desta forma, podemos definir estresse como sendo uma condigdo complexa e
dindmica na qual a homeostase é alterada (Chrousos e Gold, 1992; Stratakis e Chrousos,
1995; Berczi, 1998). Esta alteragdo pode ser provocada por varios agentes estressores
fisicos e psicologicos, os quais tém um impacto significativo na resposta imune em geral
(Khansari et al., 1990; Sternberg, 1997). Uma das vias pela qual o estresse pode
influenciar a homeostase da-se através de alteragées no equilibrio de varios hormoénios,

que podem ter um impacto significativo na resposta imunolégia do organismo (Dantzer e
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Kelley, 1989; Vollhardt et al.,, 1991; Sandi et al., 1992; Lysle e Coussons-Read, 1995;
Stratakis e Chrousos, 1995; Dhabhar et al., 1996; McEwen et al., 1997; Elenkov et al.,
1999). A inervagao de orgaos linféides primarios e secundarios pelo Sistema Nervoso
Autébnomo Simpatico (Calvo, 1968; Felten et al., 1984; Tabarowski et al., 1996; Stevens-
Felten e Bellinger, 1997; Miyan et al., 1998), a presenga de receptores especificos para
muitos fatores neuroendécrinos em células imunocompetentes (Weigent e Blalock, 1987;
Blalock, 1994a) e a modulacao da atividade dessas células por esses fatores, incluindo-se
o0 hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH), horménios esterodides, opidides endégenos entre
outros, constituem vias importantes através das quais o sistema neuroenddcrino influencia
as respostas imunologicas (Besedovsky et al., 1985; Blalock, 1994b; Weigent e Blalock,
1995).

A resposta ao estresse tem por objetivo coordenar a adaptagdo do organismo a
alteragdes internas ou externas. Essa resposta inclui a liberagao de CRH pelo PVN, que
estimula a secrecdo de ACTH pela hipodfise, produzindo a liberagdo dos glicocorticéides.
Dessa forma, o principal componente desta resposta € o eixo HHA. No entanto, o
caminho noradrenérgico/autondmico do locus ceruleus é também de grande importancia.
A acado destes dois sistemas é sinérgica. Enquanto as catecolaminas facilitam a obtencgao
de energia para os orgaos vitais, os glicocorticéides liberados pela adrenal funcionam
como “hormoénios anti-estresse”, ajudando a conter as reagdes neurais defensivas
deflagradas pelo estresse. Entretanto, a falta de controle sobre a secreg¢do de
glicocorticoides representa uma ameaga a saude e ao bem-estar do organismo (Fonseca,
2005). Por exemplo, a regulagéo inapropriada da resposta ao estresse ja foi implicada na
patogénese da asma, da hipertensdo (McEwen, Stellar, 1993), da depressdo, das
desordens poés-traumaticas (Tagay et al., 2005) e da doenga de Alzheimer (Landfield et

al., 1991).
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Existem varios estudos sobre os efeitos do estresse no sistema imune, alguns dos
quais demonstram que o estresse afeta a distribuicdo e a migracdo de leucécitos, a
producdo de citocinas, a razado de células T CD4/CD8, além de inibir a producédo de
anticorpos, a atividade de macréfagos e de células “natural killer” (NK) e a resposta de
linfécitos a mitdgenos (Dhabhar et al.,1995; Dobbs et al., 1996; Bauer et al., 2000,
Palermo-Neto et al., 2001, 2003; Fonseca et al., 2002).

Estudos clinicos e experimentais demonstraram que a exposigéo a varias formas de
estresse altera a atividade de diferentes populagbes celulares comprometidas com a
resposta imunoldgica, tais como os neutréfilos, macréfagos e linfocitos (Chrousos, 2000).
Considerando-se que todas as células do sangue derivam das células progenitoras da
medula 6ssea, as quais proliferam e se diferenciam em resposta a varios fatores
humorais, qualquer estimulo adverso capaz de influenciar o desenvolvimento destas
células poderia resultar em alteragbes nas fungdes imunes. A importancia das citocinas
como mediadores de numerosos processos fisiolégicos e patologicos e a demonstragao
das relevantes interacbes homeostaticas entre o cérebro e o sistema imuno-
hematopoiético, tém estimulado estudos para identificar as implicacbes funcionais da
modulacao dos efeitos desses mediadores em eventos de imunossupressao induzida por
estresse (Marx et al., 1998; Miyan et al., 1998; Elenkov et al., 1999). Neste sentido, sao
particularmente interessantes os trabalhos sobre a produgcédo e agdo de citocinas pro-
inflamatoérias nesses eventos. Evidenciou-se que IL-1, TNF-a e IL-6, separadamente ou
sinergicamente, causam estimulagao do eixo HHA in vitro (Perlstein et al., 1993). A IL-6 é
considerada uma das principais citocinas enddécrinas, provocando aumento nos niveis de
ACTH e cortisol (Stratakis e Chrousos, 1995). Esta citocina possui amplo espectro de
atividades e é um dos fatores reguladores positivos da hematopoese, atuando em
sinergismo com a interleucina-3 (IL-3) (Ikebuchi et al., 1987). Evidéncias da literatura

sugerem que a IL-3 medeia as interagcdes entre os sistemas imune e hematopoético
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comprometido com a geragao das células granulociticas e macrofagicas, responsaveis
pela defesa e pelo reparo. Além disso, a IL-3 parece ser um mediador importante da
resposta do sistema hematopoiético ao estresse (Bessler et al., 2000).

De forma geral, o estresse esta relacionado a imunossupressdo. Trinchieri et al.
(1993) demonstraram que a exposi¢do de ratos a um choque na cauda resultava em
diminuicdo da proliferacdo de linfécitos em resposta ao mitégeno fitohemaglutinina, da
citotoxicidade das células NK, da produgéo de IL-2 e IFNy e da densidade de receptores
para IL-2.

Alguns estudos mostraram que, peptideos opidides sao também fatores que estao
envolvidos com o mecanismo do estresse. Como exemplo, o trabalho de Malacrida (1996)
demonstrou que a administracdo de naloxona, a qual promove bloqueio dos receptores
opidides, ocasiona uma reversdao da mielossupressdo causada pelo estresse,
demonstrando claramente que essa mielossupressdo é mediada principalmente por
receptores opidides. Complementando esses dados, Fonseca (2005) conclui que é
possivel prevenir os efeitos do estresse pré-natal bloqueando o sistema opioidérgico
durante a exposicéo das fémeas gravidas ao estimulo estressor.

O mecanismo de agao dos opidides endégenos se da, provavelmente, através da
inibicdo da liberacdo de CRH por uma agao direta em neurdnios presentes no PVN ou por
outra, indireta, que se faria via reducao do efeito estimulatério da Noradrenalina nesta
regido (Weinstock, 1997).

No entanto, € importante ressaltar que a severidade, o tipo de estresse (fisico x
psicoldgico) e a resposta comportamental emitida pelos animais em resposta ao agente
estressor determinam a magnitude e a qualidade das alteragcbes dos parametros celulares
a serem medidos (Herman, Cullinan, 1997). Dessa forma, justifica-se a aparente

contradigao entre os resultados relatados acerca dos efeitos do estresse agudo ou crénico
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(Moynihan, 1992) e fisico ou psicolégico (Palermo-neto et al., 2003) sobre a
imunocompeténcia.

Neste sentido, acredita-se que as situagdes indutoras de estresse podem progredir
dentro de uma linha continua que vai desde os estressores fisicos, de um lado, as
complicadas condi¢bes que envolvem o estresse psicologico, de outro. Ha pouca
discordancia entre os autores no que se refere aos processos que envolvem estressores
de natureza fisica. Assim, por exemplo, o estresse fisico por choques de 1mA aplicados
nas patas de ratos, conforme utilizamos em nosso trabalho, ndo apresentara dificuldade
em ser aceito como estressor. A contrapartida humana desta situagdo, poderia ser
encontrada, segundo Lazarus e Cohen (1977) na vivéncia de um cataclisma, que afeta
grande numero de pessoas da mesma maneira. Ja os chamados estressores
psicoldgicos, devido a complexidade da situagdo envolvida (luto, confronto social, etc),
podem variar mais em sua qualidade e intensidade de resposta que aquelas aos
estressores fisicos. De qualquer forma, é inegavel que o estresse psicolégico produz
alteragdes de homeostase em animais de laboratério: medo condicionado e
predictibilidade, conflitos, novidade, encontros agonisticos e comunicagdo emocional
(Paré, Glavin, 1993).

Para a aplicagdo do estresse psicogénico em animais, utilizamos em nosso
trabalho a “caixa de comunicag¢ao”. Este modelo foi inicialmente proposto por Kawasaki et
al. (1978) e por Fuchimoto et al., (1973), que investigaram os efeitos de um estresse
psicologico sobre o desenvolvimento de Ulceras gastricas. Neste modelo, um choque com
variada intensidade, é aplicado através de grades metalicas em um grupo de animais.
Outro grupo de animais presenciam a aplicagdo do estimulo aversivo, isto é, ndo recebem
o choque, mas recebem estimulagdes visuais, olfativas e auditivas dos animais que
recebem o choque. Nesta condicdo, os animais estimulados aversivamente foram

chamados de “senders” e aqueles que presenciam o choque de “responders”. O uso
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deste procedimento mostrou o aparecimento de um elevado numero de Ulceras gastricas
nao apenas nos “senders”, mas também e, principalmente, nos “responders” (Ichimaru et
al., 1980; 1984; Ichimaru, Gomita, 1987). O mais interessante foi a observagao de que a
incidéncia de ulceras gastricas foi maior nos “responders” (Fukushima et al., 1981).
Analises adicionais conduzidas com este modelo mostraram que o turnover de
noradrenalina no SNC estava aumentado ndo apenas nos “senders”, mas também nos

“responders”, confirmando a presenca de estresse nesses animais (limori et al., 1982).

Considerando-se a variabilidade que o estresse tem frente a resposta imune, é
relevante dizer que as catecolaminas e os glicocorticdides produzem varios efeitos
imunomoduladores que podem ser tanto imunoestimulantes como supressores (Elenkov
et al, 2000). A maioria dos trabalhos encontrados na literatura sobre este assunto centra-
se nos efeitos das catecolaminas sobre os linfécitos e indicam que elas exercem
importante papel nas respostas Th1 e Th2. De modo geral, a maioria dos trabalhos indica
que as catecolaminas promovem uma diminuigdo de citocinas Th1 e um aumento de
citocinas Th2. Neste contexto, recordamos que o sistema nervoso autbnomo simpatico
também se ativa na presencga de estresse (Carrasco, Van de Kar, 2003). Uma ativagao
como esta tem, sabidamente, repercussdes na periferia, em especial sobre a atividade de
macrofagos peritoneais.

Neste sentido, o tratamento de animais adultos ou de células imunes com morfina
muda o perfil de secregéo de citocinas de Th1 para Th2. Quando se bloqueia a atividade
opioidérgica com o uso da naloxona, a secregao de citocinas do tipo Th2 deixa de ser o
padrao das células imunes, e por isso previne-se o efeito do estresse (Fonseca, 2005).

O mecanismo de modulagéo da atividade imune via glicocorticoide faz-se através de
efeitos no balangco Th1/Th2. As respostas imunes s&o reguladas por células
apresentadoras de antigenos, que sdo os mondcitos/macréfagos, células dendriticas e

outros fagocitos, que sdo os componentes da resposta imune inata, e por linfécitos das
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subclasses Th1 e Th2, que compdem a resposta imune adquirida. As respostas Th1 e
Th2 sdo mutualmente inibitérias, a IL-12 e o IFNy (Th1) inibem respostas do tipo Th2 e a
IL-4 e a IL-10 (Th2) inibem as respostas do tipo Th1, como em um prato de balanga
(Abbas, Murphy, Sher, 1996; Mosmann, Sad, 1996). Importante ressaltar que as citocinas
IL-4 e IL-10 inibem a ativagdo dos macrofagos, a proliferagao de células T e a sintese das
citocinas pro-inflamatérias. Por isso, a IL-4 e a IL-10 sdo as principais citocinas anti-
inflamatdrias (Abbas, Murphy, Sher, 1996; Mosmann, Sad, 1996). O estresse via liberagao
de glicocorticoides, atua favorecendo as respostas do tipo Th2 (Iwakabe et al., 1998). A
corticosterona atua sobre mondcitos, macréfagos e células dendriticas, inibindo a
producgao de IL-12, TNFa e INFy, e, consequentemente, a diferenciagdo dos linfécitos em
Th1. Como resultado, as citocinas Th1 deixam de inibir aquelas citocinas importantes para
a resposta Th2, e o “prato da balanga” pende para a diferenciagao dos linfécitos em Th2.
Nesta situacdo, ha uma diminuicdo da resposta imune celular concomitante com o
aumento da resposta imune humoral, o que aumenta a susceptibilidade a alergias e a
doengas auto imunes mediadas por anticorpos (Elenkov, Chrousos, Wilder, 2000). Por
isso, e também por outros fatores, na dependéncia do parametro analisado, o estresse
pode aumentar ou diminuir a resposta imune/inflamatéria. Quando se avaliam respostas
mediadas por anticorpos, a exposi¢cado ao estresse tende a aumentar esta resposta, por
favorecer respostas do tipo Th2. Por outro lado, se a avaliagao dos efeitos do estresse for
feita sobre a imunidade celular, os resultados indicardo diminuicdo desta resposta
(Elenkov, Chrousos, Wilder, 2000, Elenkov, 2000).

Além dos fatores fisicos, também o estresse psicoldgico pode debilitar as defesas do
hospedeiro contra patégenos externos, estimulando ou facilitando o desenvolvimento de
tumores e de doengas neurodegenerativas (Khansari et al., 1990; Dobbs et al., 1993;

Elenkov et al., 1999; Yang e Glaser, 2000; Conti, 2000; Palermo-Neto et al., 2003).
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Um dado importante nesse sentido, € o de que animais que testemunham outros
expostos ao estresse por choque inescapavel também desenvolvem lesdes gastricas e
perda de apetite (Ogawa e Kuwahara, 1986; Ishikawa, et al., 1992). De fato, evidéncias da
literatura sugerem que a secregdo de varios neuropeptideos no sistema vascular que
supre o trato gastrintestinal e de prostaglandinas da mucosa estomacal fornecem uma
ligagdo direta com o sistema imunoldgico, além do sistema neuroendécrino (Stratakis e
Chrousos, 1995).

Foi também demonstrado que ratos expostos a um choque inescapavel na cauda
apresentavam fungao linfocitaria diminuida, enquanto animais que tinham a possibilidade
de escapar do choque nao apresentavam qualquer alteragdo (Maier, Laudenslager, 1988).
Palermo-Neto, et al., (2003) mostraram resultado semelhante. Neste trabalho, foi
observado que a exposicdo dos animais a um estresse por choque inescapavel, de
natureza fisica, e um estresse de psicogénico (animais que testemunhavam o choque),
apresentavam as mesmas respostas imunolégicas (aumento no nivel de glicocorticoides)
e comportamentais (dentre elas, a diminuicdo da atividade locomotora), assim como
diminuigcdo no espraiamento e fagocitose e aumento no burst oxidativo de macroéfagos e
um maior crescimento do tumor ascitico de Ehrlich. Ja os animais expostos aos choques
escapaveis apresentaram apenas o aumento nos niveis de glicocorticéides. Propuseram,
nesse sentido, que outros fatores estariam relacionados a essas respostas observadas
nos grupos submetidos ao estresse fisico por choque inescapavel e psicogénico,
sugerindo-se a participagao de fibras nervosas autonémicas simpaticas e dos peptideos
opioides. Foi também demonstrado em outro estudo, um aumento nos niveis de 5-HT
extracelulares do hipocampo ventral apenas nos animais submetidos ao estresse por
choque inescapavel, e ndo naqueles com possibilidade de controle do choque, (Amat et
al., 1998), e o mesmo foi observado com relagdo aos niveis do hormbnio T3 (Helmreich et

al., 2005). Esses dados reforgam a idéia de que a habilidade de controlar ou escapar de
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uma situagao estressante € um fator critico para as respostas comportamentais e imunes

ao estresse (Amat et al., 1998; Palermo-Neto et al., 2003; Helmreich et al, 2005)

2.3 O SISTEMA HEMATOPOETICO

O sistema hematopoético é caracterizado por uma continua produgado de células
que circulam através dos vasos sanguineos e linfaticos sendo fundamental na
manutengdo do organismo desde a vida fetal até a senescéncia. Esta producdo é
dependente da proliferagdo e diferenciagdo das células progenitoras nos tecidos
hematopoéticos. Nestes, as diversas linhagens sédo produzidas e cada uma delas tem sua
propria dindmica. Diante de estimulos aproriados, como nas infecgdes ou hemorragias,
sao induzidas alteragdes na produgao para atender a demanda especifica ou global das
células para o organismo. Quando estes estimulos cessam, observa-se um efeito
corretivo, e as diversas populagdes retornam as propor¢des que sao estabelecidas pela
homeostase (Lee et al., 1993).

Na vida embrionaria e fetal a hematopoese ocorre em diferentes sitios do
organismo. Na vida adulta, a principal fonte de células progenitoras € a medula 6ssea;
neste ambiente, ocorre a maior parte da producao de células, que pode ser controlada em
seus varios niveis. As etapas que abrangem a proliferagdo de uma célula progenitora até
a diferenciacdo em uma célula madura, sdo dependentes de controles intrinsecos e
extrinsecos ao ambiente medular. Neste sentido, as células do estroma, a matrix
extracelular, as citocinas e até mesmo as células produzidas, desempenham importante
papel na seqliéncia de eventos que se definem desde a produgao até a saida das células

deste ambiente.
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Os mecanismos de regulagao da hematopoese podem ser classificados como
sendo “locais” ou “distantes” (Metcalf, 1981). Os primeiros referem-se a regulagédo por
fatores do microambiente hematopoético (por exemplo, células do estroma, macroéfagos,
linfécitos T) e o ultimo a regulagao por substancias de natureza hormonal (por exemplo,
eritropoetina, timosina, hormdnios do coértex adrenal, da tiredide) (Dorshkind, 1990;
Goldberg et al., 1990). Varios fatores humorais s&o capazes de influenciar a hematopoese
sob condicbes de estresse. Neste sentido, resultados obtidos pelo nosso grupo da
UNICAMP assim como outros da literatura (Goldberg et al., 1990; Roy et al., 1991;
Malacrida et al., 1997 a b; Justo et al., 2001; Queiroz et al. 2003; Souza-Queiroz et al.,
2004) demonstraram alteragdes hematopoéticas em resposta a diferentes estimulos

estressantes, as quais seriam mediadas pelo sistema neuroenddcrino.

2.3.1 Células progenitoras hematopoéticas

As células progenitoras hematopoéticas sdo definidas como uma populagdo
heterogene e hierarquica. Estas propriedades estdo relacionadas com o
comprometimento para as varias linhagens e ao mesmo tempo com o potencial de auto-
renovagao destas células (Rosendall; Hodgson; Bradley, 1979). Considerando estas
caracteristicas podemos distinguir: células com capacidade de auto-renovagao ilimitada e
potencial para originar os demais progenitores, que sao conhecidas como células tronco-
hematopoéticas; progenitores multipotentes, que tém a capacidade de auto-renovagéo
limitada e potencial de diferenciagdo restrito a duas ou mais linhagens; e células
progenitoras linhagem-especificas que tém a capacidade de auto-renovacgao limitada em

relacao as anteriores e potencial de produgao restrito a somente uma linhagem.
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2.3.2 Células tronco-hematopoéticas (HSCs)

Tem sido atribuido a essas células a capacidade de manutencédo da hematopoese
durante toda a vida. Essa propriedade é dependente da ilimitada auto-renovacédo e ao
mesmo tempo da capacidade de reconstituicdo dos demais progenitores.

As HSCs sao raramente encontradas na circulagao sanguinea. Na medula éssea,
onde se localizam com maior freqliéncia, apresentam-se numa proporgao de 1 para cada
10.000 células e uma taxa de proliferagao muito baixa, coforme observagdes da biologia
dessas células em animais irradiados ou tratados com agentes quimioterapicos (Boggs et
al., 1982; Visser, vanBekkun, 1990; Bradford et al., 1997). O isolamento desta populagéo
envolve o uso de métodos de selegcédo que elimina as células diferenciadas e os demais
progenitores. As HSCs estao presentes entre as células que expressam os marcadores
de superficie celular: Sca-1 e Thy-1.1 ou o receptor c-Kit e ndo expressam alguns
antigenos encontrados em células diferenciadas (CD4, CD8, CD3, CD5, B-220, Mac-1 ou
Gr-1), por isso sao consideradas Lin (Orlic et al., 1993; Yamamoto et al., 1996)

Os ensaios in vivo que buscam evidenciar as HSCs, utilizam a transferéncia de
células progenitoras para animais previamente irradiados ou geneticamente modificados.
A presenca das HSCs entre as células é confirmada pela manutencdo da hematopoese
por um periodo maior que seis meses nestes animais recipientes. A transfusdo somente
de 30 células Sca 1 *Thy1.1°"Lin" em camundongos irradiados permite a reconstituicdo
de todas as linhagens do sistema hematopoético. Eficiéncia de reconstituicdo comparavel
com aquela foi também obtida com transfusdo de células com alta expressdo para o
receptor c-Kit e negativas para os marcadores de células diferenciadas (Orlic et al.,
1993).

Os modelos in vitro utilizados para revelar as HSCs geralmente apresentam uma

evidéncia indireta destes progenitores. Estes modelos sdo derivados do sistema de
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cultura de longa duracgéo de células da medula éssea e sdo utilizados para estabelecer a
freqiiéncia de HSCs em uma suspensao de células obtida de tecidos hematopoéticos
(Dexter, Allen, Lajtha, 1977; Sutherland et al., 1989; Ploemacher et al., 1989; Lemieux et
al., 1995). Nestes sistemas, as HSCs formam col6nias na superficie de células aderentes
de medula 6ssea apos quatro a cinco semanas de cultivo. A freqiiéncia do aparecimento
destas colbnias correlaciona-se com as células da medula que tém capacidade de
reconstituicdo da hematopoese completa, quando transfundidas em animais irradiados

(Ploemacher, 1991).

2.3.3 Células progenitoras hematopoéticas multipotentes

As células progenitoras multipotentes s&o provenientes da diferenciacdo das
HSCs. As tentativas de isolamento de HSCs produziram parte dos métodos que hoje sao
utilizados para evidenciar estes progenitores.

Inicialmente o ensaio considerado para evidenciar as HSCs era a determinagao de
células formadoras de colénias no bago de camundongos (Colony forming Units —
Spleen, CFU-S) (Till, McCulloch, 1961). Este método consiste na transferéncia de células
do tecido hematopoético para animais previamente irradiados. As células progenitoras
que colonizam o bago do animal inoculado formam coldnias, que sao quantificadas no
12° dia apods a inoculagdo. Durante muitos anos este ensaio foi utilizado para o estudo de
HSCs.

Os ensaios clonogénicos in vitro que permitem o isolamento de progenitores, os
quais formam colbnias de células mieldides e eritrdides (colony forming units-mix — CFU-
mix) (Johnson, Metcalf, 1977) ou constituidas por granuldcitos, eritrocitos, megacariocitos
e macrofagos (Colony forming units — Granulocyte, Eritrocyte, Magacariocyte and

Macrophage — CFU-GEMM), as colénias constituidas por células blasticas (Colony
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Forming Units — blast -CFU-blast) (Nakahata, Ogawa, 1982), ou col6nias de progenitores
com alta taxa de proliferagcao (High Proliferative Potential — Colony Forming Units — HPP-
CFC) (McNiece et al., 1986) revelam varios niveis de restricdo para a producédo de
linhagens. Ensaios de subclonagens destes progenitores mostram que possuem limitada

capacidade de auto-renovagao (Moore, 1991).

2.3.4 Células progenitoras hematopoéticas linhagem-especificas

A produgao de células sanguineas maduras e linhagem-especificas, mostra que
ocorre um fendmeno altamente regulado, abrangendo sucessivos estagios da
diferenciagao, durante a proliferagao das células progenitoras multipotentes que termina
com a produgéo de progenitores restritos para cada linhagem. Os estagios clonogénicos
realizados pela imobilizacdo dos progenitores em gel de agar ou multicelulose e por
diluigao limitante em cultura liquida, vém sendo utilizados no estudo desses progenitores
(Bradley, Metcalf, 1966; Testa, Molineux, 1993) Nestes sistemas as células progenitoras
isoladas proliferam e se diferenciam na presengca de fatores de crescimento
hematopoéticos, formando colbnias constituidas por células de uma unica linhagem. O
numero de células que cada progenitor produz € relativo ao grau de diferenciagdo em
que se encontra entre os demais. Assim, quanto mais diferenciada for a célula
progenitora, menor sera o numero de células totais produzidas. Cada célula progenitora
pode gerar clones de até 10° células restritas & linhagem, que se diferenciam em células
especializadas (Metcalf, 1989).

As células blasticas encontradas na medula 6ssea representam estagios finais da
diferenciagao dos progenitores linhagem-especificos. A partir de um nuamero reduzido de

divisbes elas d&o origem as células maduras (Willians et al., 1991).
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2.3.5 0O Conceito da cascata de diferenciagao dos progenitores

A grande heterogeneidade morfologica e funcional das células sanguineas e a
existéncia de uma populagdo homogénea de progenitores responsaveis pela origem
de todo o sistema, demonstram que uma complexa rede de eventos se estabelece do
inicio ao fim desse processo.

O programa de diferenciagcdo das células progenitoras ¢é determinado
intrinsecamente. No entanto, uma variedade de estimulos externos pode influenciar na
definicdo e diferenciagdo das linhagens. Esses estimulos geram sinais para a
expressdo de fatores de transcricdo, os quais ativam conjuntos de genes que sao
responsaveis pela escolha de linhagens, por diversos fenétipos da maturagao, ou para
a progressao do ciclo celular (Shivdasani, Orkin, 1996).

Os fatores externos e intrinsecos, que dirigem a diferenciacdo, permitem que
varias alternativas se estabelecam no sistema a fim de atender a demanda especifica
ou global das células produzidas. Esta plasticidade sustenta a hematopoese durante

toda a vida.

2.3.6 Citocinas reguladoras da hematopoese

A hematopoese esta sob a influéncia de grande variedade de citocinas, as quais
sdo produzidas ao nivel medular ou em tecidos periféricos. A producéo destas citocinas
pode ser aumentada por reagdes imunolégicas, hemorragicas e até mesmo por produtos
de agentes infecciosos (Cheers, Haigh, Kelso, 1988; Nicola, 1989; Shieh, Peterson,
Moore, 1994).

Os fatores estimuladores de colénias (Colony Stimulating Factors — CSFs) séo os

mais estudados no sistema hematopoético. Eles foram inicialmente encontrados em meio
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de cultura condicionado, que s&o obtidos pelo cultivo de linfécitos ativados, linhagens
celulares e tecidos. Sao assim denominados por sua agao sobre as células progenitoras
que, imobilizadas em sistemas de cultivo, geram colbnias. Estes fatores foram isolados e
seus genes clonados. A partir destes avangos suas atividades biolégicas vém sendo
estudadas in vitro e in vivo. Eles representam um grupo de glicoproteinas que regulam a
producao e também a atividade funcional de células maduras (Nicola, 1989).

Os efeitos estimulantes ou inibidores sobre a hematopoese sao induzidos pela
acgao direta ou indireta de citocinas sobre as HPCs. Esta regulagdo pode ocorrer ao nivel
de expressdo génica de receptores membranares, das enzimas de degradacdo, dos
elementos da matrix estracelular, das moléculas de adesao e outros niveis de controle da

hematopoese (Nicola, 1989).

2.3.7 Receptores de citocinas e diferenciacdo de progenitores

As respostas celulares induzidas por citocinas séo dependentes da disponibilidade
de seus respectivos receptores na superficie celular. A associagdo de uma citocina com o
seu receptor especifico no meio extracelular aumenta a complexidade da regulagéo que
essas citocinas apresentam no organismo (Gordon, 1991).

Tém sido identificados receptores especificos de alta afinidade para os fatores
hematopoéticos em linhagens celulares, tecidos normais e células leucémicas da
linhagem mieldide. Os receptores do fator estimulador de colénias de macrofagos
(Macrophage — Colony Stimulating Factor, M-CSF), sdo essencialmente restritos a
células da linhagem monocitico-macrofagica, possivelmente com poucos receptores em
alguns neutrofilos, centenas em mondécitos e seus precursores € milhares em macrofagos
ativados (Nicola, 1989). Similarmente, os receptores para o fator estimulador de colénias

de granuldcitos (Granulocyte — Colony Stimulating Factor, G-CSF) sao predominantes
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nas células da linhagem dos granuldcitos/neutréfilos, com pequeno nimero de receptores
em mondcito/macréfagos e de acordo com o estagio de diferenciagédo dos neutrofilos
pode atingir centenas por células (Nicola, Begley, Metcalf, 1985; Nicola, Metcalf, 1986)
Por outro lado, os receptores para o fator estimulador de colbnias de granuldcitos e
macréfagos (Macrophage and Granulocyte — Colony Stimulating Factor, GM-CSF) e IL-3
sdo mais uniformemente distribuidos em neutréfilos e mondcitos ou macréfagos e
geralmente diminuem para centenas ou menos por célula ao se tornarem maduras
(Nicola, Metcalf, 1986; Nicola, 1987).

A estrutura dos receptores para as citocinas promove a base da redundancia
funcional entre elas. Os receptores de alta afinidade sdo constituidos de subunidades
multiplas. Um grupo de citocinas, que apresentam funcdes similares em determinada
célula alvo, compartilha um componente comum, essencial na transdugdo de sinais.
Inclui-se neste contexto a resposta induzida por IL-3, GM-CSF e IL-5; outro grupo de
citocinas que compartiiham o mesmo receptor é constituido por IL-6, LIF (Leukemia
Inhibitor Factor — Fator Inibidor de Leucemia) e IL-11; e possivelmente a IL-13 e a IL-4
também partilham receptores (Lopez et al., 1992; Miyajima et al., 1993).

A ocupacado de um grupo de receptores por um fator correspondente pode
influenciar o comportamento destes receptores para outros fatores na mesma célula, isto
€, o receptor de um determinado fator pode ser modulado por outros fatores (Walker et

al., 1985; Horiguchi, Earren, Kufe, 1987; Jacobsen et al., 1991).

A Figura 1 mostra uma representagdo esquematica do Sistema Hematopoético e

de alguns fatores que nele atuam.
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2.4. CHLORELLA VULGARIS

A Chlorella vulgaris (CV) é uma alga verde unicelular, empregada como
complemento alimentar ha mais de 30 anos no Japao e em outros paises. Essa alga é
considerada um modificador da resposta biolégica, como demonstrado pela sua
capacidade de aumentar as defesas do hospedeiro contra infecgdes virais e bacterianas
em camundongos normais e imunossuprimidos (Tanaka et al., 1986; Hasegawa et al.,
1994, 1995; Dantas e Queiroz, 1999). O estudo das atividades antitumoral e
antimetastatica demonstrou que fragbes ricas em glicoproteinas extraidas da CV sao
particularmente importantes para aumentar as defesas do hospedeiro, sem afetar
diretamente as células tumorais (Tanaka et al., 1998).

Tanaka et al. (1997), analisaram o efeito protetor da C. vulgaris no modelo de
Ulcera péptica induzida por estresse de contencéo e frio em ratos. Segundo estes autores,
o efeito antiulcerogénico da CV seria mediado pelo aumento das defesas do hospedeiro,
envolvendo a participagao das células T e/ou macrofagos, através da ativagcado do eixo
neuro-imuno-intestinal. Tal hipétese estaria relacionada as observacbes de que a
administracdo oral da alga aumenta a resposta antitumoral mediada por células T (Tanaka
et al., 1990) e a produgao das citocinas inflamatérias IL-13, TNF-a e IL-12 por macrofagos
ativados nas infecgdes oportunistas (Hasegawa et al., 1997).

Hasegawa et al. (2000) demonstraram que o extrato rico em glicoproteinas da C.
vulgaris é capaz de prevenir a imunossupressao induzida por estresse psicologico em
camundongos, reduzindo significativamente o numero de timdcitos, neutréfilos e células
do bago em apoptose. Embora IL-1§ ative o eixo HHA e a liberagao de glicocorticoides, o
tratamento com o extrato da alga suprimiu a elevagéo nos niveis de corticosteréide apds o
estresse psicologico. Este efeito, aparentemente contraditorio, foi interpretado como

sendo consequéncia da producdo de IL-1a e TNF-a induzida pelo extrato da alga, as
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quais inibem a sintese de glicocorticéides pelo cortex adrenal. Ademais, a IL-1a também
reduz a translocagdo e a funcdo dos receptores de glicocorticoides (Hasegawa et al.,
2000). Como amplamente apresentado, o eixo HHA e o sistema imunolégico atuam de
forma coordenada no estado fisiolégico. Durante uma infecgdo aguda, citocinas pro-
inflamatorias induzem glicocorticéides pela estimulagdo do eixo HHA e este horménio
pode proteger o hospedeiro contra doengas mediadas pelas citocinas (Ruzek et al., 1999).

As células fagociticas possuem um papel fundamental na expressao das
atividades antitumoral e antibacteriana da C. vulgaris. Resultados sugerem que estes
efeitos estdo relacionados a estimulagdo da geragcdo destas células nos orgaos
hematopoéticos (precursores comprometidos com a série granulocitica-macrofagica —
CFU-GM) e a ativacao de suas fungbes efetoras por esta alga (Hasegawa et al, 1989;
Konishi et al., 1990; Hasegawa et al, 1994; Dantas e Queiroz, 1999; Justo et al., 2001). A
protegcao contra infecgao por Escherichia coli observada em animais imunossuprimidos
tratados com a CV corrobora estes estudos (Konishi et al., 1990; Hasegawa et al., 1990).
Em trabalho recente demonstrou-se a capacidade que tem a CV de aumentar a
resisténcia de camundongos expostos ao chumbo e infectados com a bactéria Listeria
monocytogenes (Queiroz et al., 2003). Uma das alteracdes induzidas pelo chumbo, na
presencga da L. monocytogenes, € a producgao elevada de interleucina-6 (IL-6). O aumento
nos niveis desta citocina parece estar relacionado ao aumento da concentracdo de
horménios glicocorticoides, pela ativacdo do HHA, secretados em resposta aos
mecanismos de defesa ativados pelo estresse (Fukata et al., 1993; Kishikawa et al.,
1997).

Nossos resultados anteriores mostraram tanto um efeito mieloprotetor da CV como
um estimulo na produgéo de fatores estimuladores de colénias (CSFs) no soro de animais
submetidos ao estresse agudo de contencdo e frio (Souza-Queiroz et al., 2004),

corroborando dados da literatura sobre a capacidade da C. vulgaris de modular a
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hematopoese (Konishi e al., 1990; Vacek et al., 1990; Dantas e Queiroz, 1999). Esses
efeitos foram interpretados tomando-se como base trabalhos da literatura (Hasegawa et
al., 1997, 2000) que sugerem um aumento na producéo de GM-CSF, IL-1q, IL-12 e TNF-a
por macrofagos, apds a administracdo da C. vulgaris.

Informacdes adicionais sobre os mecanismos que afetam a hematopoese foram
obtidas in vivo com o emprego da cultura liquida de longa duragéo de células da medula
Ossea (LTBMC); esta cultura é tida como um modelo in vitro deste 6rgao para o estudo
das interagdes entre as células progenitoras hematopoéticas e as células do estroma
(Dexter et al., 1977). Nesta cultura a sobrevivéncia, proliferacao, diferenciagdo e auto-
renovacao das células progenitoras € totalmente dependente da formacdo de uma
camada de células aderentes, derivadas das células do estroma da medula 6éssea,
provavelmente devido a combinagao de varios fatores que incluem moléculas de adesao
celular, comunicagao intercelular, sintese, secrecdo e apresentacdao pelas células do
estroma de concentracbes apropriadas de fatores de crescimento estimuladores e
inibitérios, além da sintese de moléculas da matriz extracelular. Nossos resultados
(Souza-Queiroz, artigo em preparagcado) demonstraram que células da medula 6ssea de
camundongos expostos ao estresse sao capazes de formar um estroma confluente, mas
com diminuicdo da celularidade, e reduzido potencial clonogénico em relagdo a cultura
controle. Além disso, poucas areas de hematopoese ativa (“cobblestone”) foram
observadas nessas culturas. A C. vulgaris foi capaz de reverter esse efeito. InUmeros
sitios de hematopoese ativa foram observados no estroma das culturas de células
provenientes de animais tratados com a alga, estressados ou nao (Souza Queiroz et al.,
artigo em preparagado). O efeito radioprotetor da C. vulgaris também foi estudado
utilizando-se 0 modelo de transplante de células da medula 6ssea em camundongos

letalmente irradiados (Till, McCulloch, 1961), através da avaliagdo do aumento no numero
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€ na capacidade proliferativa de CFU no bago (CFU-S) e de CFU-GM da medula 6ssea de

animais tratados (Souza Queiroz et al., artigo em preparacao).

2.5 MODELO EXPERIMENTAL DE INFECGCAO POR LISTERIA MONOCYTOGENES

A Listeria monocytogenes (LM) é um bacilo gram-positivo, de replicagdo
intracelular (North et al., 1997). Tornou-se um dos mais importantes patdgenos veiculados
por alimentos na década de 80, devido a eclosdo de diversos surtos de listeriose (Schlech,
1996). Os individuos com risco potencial de infecgdo sdo gestantes, recém-nascidos,
idosos e imunossuprimidos (McLauchlin, 1996).

A listeriose tem sido o modelo experimental de infecgdo mais utilizado em
camundongos para identificar e estudar os mecanismos envolvidos na defesa
antimicrobiana ndo humoral. E um modelo de facil manipulagéo onde respostas definidas
podem ser obtidas dentro de poucos dias (Mackaness 1969; Kaufmann, 1995; Unanue,
1997b; Poros — Gluchowska, 2003), além de nao produzir risco potencial para o
manipulador (Czuprynski, 1997).

Ao entrar em contato com o organismo, a bactéria deixa rapidamente a corrente
sanguinea, alojando-se preferencialmente em células hepaticas e macrofagos
(Czuprynsky, 1997; Mocci et al., 1997; Guleria |, 2001). Apos ser fagocitada, a LM produz
uma listeriolisina O, que rompe o fagossoma da célula, permitindo sua saida para o
citoplasma, onde ocorre a replicagdo e conseqliente migragao para a célula adjacente,
dando inicio a sua disseminacgéao (Milon, 1997; Nomura, 2002).

A destruicdo destes hepatocitos infectados permite a exposicdo da LM no

compartimento extracelular, tornando-a susceptivel ao ataque de neutréfilos e macrofagos
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(Conlan, 1994; Moceci et al., 1997; Milon, 1997; Unanue 1997b; Edelson, 2000; Guleria |,
2001; Nomura, 2002).

Neste sentido, o primeiro componente envolvido na resisténcia a LM € o
recrutamento de neutrofilos para o local da infecgao, promovendo a lise de células
infectadas abortando o espalhamento célula-célula da LM no figado (Conlan, 1994;
Edelson, 2000).

Os macréfagos residentes por sua vez, assim como outras células infectadas
liberam GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-12 e TNFa (Unanue, 1997c; Kuhn, 1997). Estas duas
ultimas citocinas atuam sinergicamente estimulando a liberagdo de IFNy pelas células NK.
O IFNy promove a ativagdo dos macrofagos, tornando-os listericidas através da producao
de oOxido nitrico e de reativos de oxigénio (Czuprynsky, 1997; Unanue 1997c; Suzue,
2003).

A destruicdo da LM pelos macréfagos resulta na apresentagdo de antigenos as
células T CD4" e CD8", aumentando assim a atividade antimicrobiana e promovendo
eventualmente a imunidade de exterminio (Jensen, 1997; Bouwer, 1997; Pamer 1997;
Flesch, 1998).

Na fase inicial da infecgédo, a migracédo de fagécitos da medula éssea para o sitio
de replicacdo da bactéria € crucial para a sobrevivéncia do animal, limitando a
multiplicagdo bacteriana (Wing, 1985). Como ja salientado, os neutréfilos e macréfagos
sao células derivadas dos progenitores pluripotenciais da medula 6ssea (CFCs — células
formadoras de colénias) que crescem e diferenciam-se na presenca de fatores de
crescimento especificos (CSFs) (Metcalf, 1986; Kayashima, 1993). Animais
geneticamente resistentes a L. monocytogenes apresentam um aumento precoce no
influxo de fagécitos para o sitio da infecgdo em conseqiéncia de um maior nimero de
precursores hematopoéticos presentes na medula 6éssea dos mesmos em relagdo a uma

linhagem susceptivel, que apresenta uma mielossupresséo nas primeiras 24 horas apés a
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inoculagao da bactéria (Cheers e Mackenzie, 1978; Cheers e Stanley, 1988). Isto indica
que a pronta mobilizacdo dos precursores de granuldcitos e macrofagos representa um
papel importante no controle da infecgao nos seus estagios iniciais.

O sucesso para resolucdo da listeriose, no entanto, requer a participacdo dos
mecanismos de imunidade celular inata e adquirida, envolvendo neutréfilos, macréfagos,
células NK, linfocitos T e uma grande selegéo de citocinas (Harty, 1996).

A resposta das células T CD4" é do tipo Th1, induzida pelo IFNy liberado pelas
células NK e também pela IL-12 (Unanue 1997b; Song et al., 1995). As células Th1
ativadas sintetizam mais IFNy, amplificando a resposta dos macréfagos, IL-2, TNFa, GM-
CSF e moléculas de adesdo (North et al., 1997). As células T CD8" lisam as células
infectadas, liberando a bactéria para o ambiente extracelular, favorecendo a fagocitose.
Estas células exercem esta fungdo através das enzimas perforina e granzima (Edelson e
Unanue, 2000). Induzem, também, a apoptose através da interagcdo da proteina Fas-
ligante com Fas na célula alvo (Kagi et al.,, 1996). Os linfocitos T v/6, por sua vez,
participam do mecanismo de resposta a listeriose estimulando também a secreg¢do de
IFNy contribuindo desta forma para a manutengao da resposta do tipo Th1 (Ferrick, 1995;
Fargeas, 1992).

O IFNy possui papel essencial na listeriose, assim como em outras infecgdes
intracelulares, sendo responsavel pela ativagdo dos macrofagos (Kaufmann, 1995;
Unanue, 1997b; Bouwer et al., 1997) e pela prevaléncia da resposta Th1 (Mielke et al.,
1993). A IL-1 é outra citocina importante que favorece a quimioatragdo de neutréfilos para
o figado, além de atuar sinergicamente com a IL-12 aumentando a produgédo de IFNy
(Unanue, 1997b). A IL-6 atua na produgao de coldnias de granulécitos e na manutencgao
da viabilidade de neutrofilos maduros (Harty et al., 1996., Mocci et al., 1997). Ao contrario
das citocinas relacionadas anteriormente, a IL-10 inibe a produgéo de IL-12 que culmina

na redugado da ativacdo dos macrofagos e na morte dos animais devido a disseminagéo
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descontrolada da infeccdo (Unanue, 1997 b e c). Portanto, a listeriose experimental induz
quase que exclusivamente uma resposta de células Th1, com pouca interferéncia na
ativacdo de Th2, podendo, desta forma, ser utilizada como modelo para estudos do
mecanismo de acao de substancias imunomoduladoras.

O nosso grupo de pesquisa na UNICAMP vem utilizando com sucesso este
modelo de infecgdo para a investigagdo da atividade imunomoduladora de diversos
compostos de origem natural ou sintética sobre os varios componentes da resposta
imunolégica do hospedeiro envolvidos na defesa contra a LM (Quadros et al., 1999;
Dantas et al.,1999; Queiroz et al., 2000; Melo, Justo e Queiroz et al., 2001; Queiroz et al.,
2001, 2003). A reversao da mielossupressao, o aumento na atividade das células NK e a
elevacado dos niveis de IFNy sdo parametros constantes que vém sendo observados
sempre em paralelo ao aumento no tempo ou na taxa de sobrevida dos animais com

todos os compostos até agora testados que apresentaram atividade antibacteriana.

2.6 ESTUDO SOBRE CITOMETRIA DE FLUXO E NEUTROFILOS

2.6.1 Principios basicos sobre citometria de fluxo

Citometria de fluxo € uma técnica que mensura e analisa simultaneamente as
multiplas caracteristicas de particulas simples, geralmente de células, suspensas em um
sistema de fluxo desenvolvido de forma tal a permitir que estas células passem por um
foco de luz (laser). Quando as células passam por esse foco de luz, sua imagem (sombra)
e sua fluorescéncia sdo registradas por um leitor Optico. Estas s&o, posteriormente,
enviadas para um sistema eletrbnico que convertera o sinal éptico recebido em outro,

eletrénico, que possibilita a leitura dos dados por um computador. Outra importante
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caracteristica da citometria de fluxo é o fato de que as células sao analizadas
individualmente.

Dentre os paramentros possiveis de serem medidos por citometria de fluxo, citam-
se o tamanho, a granulosidade, a complexidade interna e a fluorescéncia relativa das
células. Esta capacidade de medir multiplos parametros celulares pela incidéncia de luz, e
também, por fluorescéncia, torna possivel separar fisicamente subpopulacdes celulares.
Devido a isto, o uso da citometria de fluxo como um intrumento de diagndstico tem
aumentado muito nos ultimos anos, quer em biologia, quer em medicina. Suas aplicagbes
tém sido numerosas, permitindo a realizagdo de pesquisas verticalizadas em diversos
parametros celulares como: quantidade de acidos nucléicos, atividade enzimatica, fluxo
de calcio, potencial de membrana e pH. Além disso, também é possivel usar fluorocromos
ligados a anticorpos mono e policlonais para estudar a densidade, a fungéo e a

distribuicdo de células e de receptores.

Conforme ja dito, este aparelho além de analisar pardmetros celulares, também
possibilita separar células de acordo com diferencas fisicas existentes entre elas. O
processo de identificar células que estdo passando pelo fluxo do aparelho, separando-as
individualmente é chamado de “sorting”, que pode ser de 2 tipos: eletromagnético ou
mecanico. O FACSCalibur utilizado no presente trabalho possui o sistema de “sorting”

mecanico.

Apos a separacao das células em populagdes distintas, torna-se possivel analisa-

las do ponto de vista microscépico, bioquimico e/ou funcional.

O citbmetro de fluxo, como se vé na figura 2 é composto basicamente por 3

sistemas principais: um sistema fluidico, um sistema 6ptico e um sistema eletronico.
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Figura2 — Citdbmetro de fluxo modelo FACScalibur de Becton Dickinson acoplado a um
computador Macintoch (G4) da Apple utilizado no presente trabalho para avaliar a
atividade de neutrdfilios. As setas indicam: 1- Local de injegdo da amostra, 2- Painel
de controle do citbmetro e 3- Obtencdo dos graficos dos dados adquiridos. Figura
retirada da tese de Alves, 2005.



56

e O sistema fluidico consiste de um fluxo de unica direcdo que pode ser
chamado de bainha e que controla a diregdo e regula o fluxo e a velocidade
das células através do foco de luz.

e O sistema optico € composto por um laser que pode ter diferentes
comprimentos de onda, sendo o mais comum, aquele que usa o comprimento
de onda de 480nm. Além disso, ha também um conjunto de filtros opticos para
focalizar e direcionar a luz.

e O sistema eletrbnico é responsavel por converter o sinal 6ptico em um sinal

eletrbnico que sera analisado por um computador.

Dentro do sistema optico existem 2 parametros, denominados canais opticos, para
analise das células que sao de grande importancia. Estes sdo o “Forward Scatter” (FSC),
usado quando o feixe de luz que passa pela célula & detectado por um sensor
posicionado horizontalmente, indicando o tamanho da célula, e o “Side Scatter” (SSC),
usado quando o feixe de luz, apds incidir sobre a célula, é projetado sobre sensores
posicionados perpenticularmente ao laser, indicando a granulosidade da célula. Apesar
de existirem canais de fluorescéncia, estes dois canais nao dependem desta. O aparelho
utilizado neste trabalho possui 3 canais de fluorescéncia, permitindo a analise de 5
parametros para cada evento simultaneamente, sendo o FSC, SSC e outros 3 ligados
aos canais de fluorescéncia. Para se verificar a fluorescéncia € necessaria a utilizagao
de fluorocromos. Dentre os mais comuns, podem ser citados o isoticianato fluorescente
(FITC), que emite uma fluorescéncia verde e a phicieritrina (PE), que emite uma
fluorescéncia vermelha.

Outro exemplo de analise que pode ser efetuada por esse aparelho é a da
fagocitose de células imunoldgicas. Nesse sentido, o burst oxidativo expresso na geragao

de peroxido de hidrogénio por macréfagos e neutréfilos estimulados pode ser monitorado
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quantitativamente por citometria de fluxo usando como reagente o 27" diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA), o Staphilococcus aureus marcado com iodeto de
propideo (Pl) e o miristato-acetato de forbol (PMA) (Hasui, Hirabayashi; Kobayashi,
1989). Keton e Brandt (1965), citado em Alves, 2005, descreveram originalmente um
método fluorométrico para a mensuragao do peréxido de hidrogénio em solugdo aquosa.
Este método é baseado na oxidacdo do DCFH-DA nao fluorescente, pelo perdxido de
hidrogénio e pela peroxidase, que o transforma em um composto fluorescente que nao
pode se difundir para fora da célula. Por esta razdo, é possivel detectar a oxidagdo do
DCFH-DA nos neutréfilos e macrofagos usando analises unicelulares pela citometria de
fluxo.

Foi demonstrado que a oxidagdo do DCFH-DA é quantitativamente proporcional a
concentragdo de perdéxido de hidrogénio gerado (Hirabayashi, Taniuchi, Kobayashi,
1985). A formagdo e a liberagdo do peroxido de hidrogénio por leucdcitos
polimorfonucleares estimulados por S. aureus e PMA foram observados em taxas
estreitamente correlacionadas aquelas associadas com a fagocitose (Hasui, Hirabayashi,
Kobayashi, 1989; Root et al., 1975).

Em nosso laboratério, a técnica de citometria de fluxo ja foi usada para avaliar o
burst oxidativo de macréfagos peritoneais ou de neutréfilos em varios trabalhos (Palermo-

Neto, 2003; Silva, 2003, Stankevicius, 2004, Costa, 2004, Alves, 2005, Fonseca, 2005).
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2.6.2 Neutrofilos

Os neutréfilos correspondem aproximadamente metade dos leucécitos circulantes
em muitas espécies animais; sao diferenciados de outros polimorfonucleares por
apresentarem nucleos multilobulados e granulos citoplasmaticos distintos. Esses incluem
granulos primarios ou azurofilos, secundarios ou especificos e granulos terciarios, os
quais contém enzimas, proteinas e glicosaminoglicanas que se acredita participarem de
muitas de suas fungbes (Hellewell, Williams, 1994). Em esfregagos de sangue, os
granulos dos neutrofilos ndo se apresentam nem azuis, como os dos basofilos, nem
vermelho-alaranjados, como os dos eosindfilos, dai 0 nhome que receberam: neutrofilos
(Bainton, 1988).

De uma maneira geral, os neutrofilos, juntamente com os macréfagos, exercem
um papel importante na defesa organica contra microorganismos, sendo a migracao desta
célula dentro dos tecidos considerada como crucial e de grande importancia para a
sobrevivencia dos mesmos (Lehrer et al., 1988). Animais “depletados” experimentalmente
de neutrdfilos circulantes mostraram-se incapazes de combater bactérias gram-negativas
presentes em seus pulmdes (Rehm et al., 1980).

Os neutroéfilos podem ser atraidos quimiotaticamente por bactérias e por corpos
estranhos presentes na area de inflamacgao, além de mastdcitos e basodfilos. Em seguida
ocorre a fagocitose e em consequéncia desta, os microorganismos fagocitados sao
mortos por proteinas citotoxicas derivadas de granulos citoplasmaticos e/ou produgao
local de espécies reativas de oxigénio (Stites, Terr, 1991). Sabe-se que estas células
também estao envolvidas na produgao de citocinas (por exemplo, de IL-1, IL-6 e TNFa) e
que modulam os efeitos de linfocitos T e B (Lloyd, Oppenhein, 1992). Portanto & possivel

concluir que os neutréfilos tenham duas fungbes relacionadas a resposta imune
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inflamatéria: uma funcgao ligada a fagocitose e a desgranulagado e a outra relacionada com
a liberagao de citocinas imunomodulatdrias.

A ligacao de particulas a receptores especificos localizados na superficie da célula
€ 0 primeiro passo para a fagocitose. InuUmeros caminhos de transdugéao intracelular foram
identificados, incluindo-se a ativagdo das Tirosinas Kinases, o que leva a fosforilagdo de
receptores e de outras proteinas recrutadas no foco da fagocitose (Kwitkowska, Sobota,
1999).

E de amplo conhecimento que os neutréfilos produzem espécies reativas de
oxigénio (EROs) como peroxido de hidrogénio (H20.), radical hidroxil, &nion superdxido e
o0 oxigénio singlest (Pick, Mizel, 1981; Badwey, Karnovsky e Tauber, 1983) estas sao
produzidas in vivo durante o metabolismo de células aerdbicas ou sado produto de
secrecao de fagoécitos ativados (Badwey, Karnovsky e Tauber, 1983; Root, Metcalf, 1975).
Em ambos os casos resultam de uma sequUéncia de reagdes bioquimicas em que ocorre
alto consumo de oxigénio conhecidas como burst oxidativo.

As espécies reativas de oxigénio geradas por neutréfilos desempenham um papel
importante como oxidantes microbicidas, ou como mediadores da inflamacao e da lesao
tecidual. Uma vez estimulados, a maior parte de oxigénio consumido por neutrofilos &
convertida em anion superoxido pela enzima NADPH oxidade. A producao das espécies
reativas de oxigénio inicia-se com a redugao do oxigénio e superoxido, com a NADPH
atuando como doador de elétrons. Desta maneira, a producdo de NADPH constitui etapa
limitante do processo de producdo de espécies reativas de oxigénio pelos neutrofilos.
(Babior, 1995).

O éanion superoxido produzido sob estimulo de neutréfilos é rapidamente
convertido em H,0, e radical hidroxil (Allen, 1982), que contribuem para a atividade
microbiana dentro do fagolisossomo e no meio extracelular. A quantidade de H,0O,

produzida no fagolisossomo de neutrofilos ndo é suficiente para eliminar totalmente as
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bactérias e os outros microorganismos. Contudo, a enzima mieloperoxidase (MPO)
produzida nos granulos azurofilicos dos neutréfilos quando combinada com H,O, gera
hipoclorito que apresenta uma atividade microbiana mais eficaz. Assim, uma das técnicas
utilizadas para analise de atividade neutrofilica € a mensuragao da atividade da MPO, pois
varios trabalhos ja demonstraram que o sistema dependente dessa enzima é mais eficaz
contra bactérias, fungos e parasitas do que aquele relacionado a agado dos radicais de
oxigénio sozinho (Oda et al., 1995).

A mensuragao dos niveis de liberagao de peroxido de hidrogénio é considerado
como um parametro relevante da avaliagdo da ativagao de fagocitos (Nathan, 1978; Root,
1975). Esta mensuragdo pode ser realizada através da oxidagdo do “phenol-red’
dependente de peroxidase (Horseradish peroxidase-HRPO), sendo este método utilizado,
por exemplo, para andlise da ativagdo de células da cavidade peritoneal (Pick, Mizel,
1981; Robinson, Badwey, 1994).

Diferentes trabalhos indicam que estas espécies reativas derivadas tém
participagdo nos processos de inflamagdo, morte celular e tecidual, transformagao
neoplasica, aterosclerose e envelhecimento (Hammond et al., 1985).

Através da produgdo de enzimas antioxidantes como superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase-desmutase, os neutrofilos protegem-se dos efeitos
nocivos das espécies reativas de oxigénio. Além disso, também produzem compostos
antioxidantes como as vitaminas E e C (Cheson et al., 1976; Halliwell, Gutteridge, 1989;
Pereira et al., 1995)

Com relagéo ao papel imunoregulatério dos neutrdéfilos, € possivel relacionar essa
atividade com a producgéo de IL-1 por estas células (Tiku et al., 1986; Dinarello, 1991;
Lord et al., 1991). A IL-1, que possui inUmeras atividades bioldgicas, também é produzida

por polimorfonucleares (PMN) em duas formas, a IL-1a e a IL-1(.
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Durante o processo inflamatoério, a IL-1 produzida por neutréfilos pode servir para
inimeras funcdes incluindo-se entre elas a estimulagdo da sintese e liberagdo de
proteinas de fase aguda, o aumento da ativagao de células T e B e a indugdo de outras
citocinas regulatérias como IL-6, IL-8 e GM-CSF (Fator estimulador de colénia para
granuldcito e macrofago) (Dinarello, 1991).

Os neutrdfilos circulantes também sintetizam e liberam outras citocinas
imunoregulatérias tais como TNFa (Dubravec et al., 1990) e GM-CSF (Lindemann et al.,
1989) em resposta a estimulagdo com LPS. A produgao pelos neutréfilos de TNFa e de
IL-1 pode ter fungbes regulatérias, principalmente na formagdo do edema inflamatorio,
devido ao aumento da permeabilidade vascular induzido por estas citocinas (Abe et al.,
1990).

Neste sentido, € possivel inferir que os neutrofilos e os outros PMN tenham como
principais fun¢des fagocitar e destruir restos celulares, liberar mediadores inflamatérios e
secretar citocinas, atuando direta e significativamente sobre a diregdo e a evolugao da
resposta imune (Cassatella, 1995).

A vantagem de estudar os neutroéfilos utilizando-se de citometria de fluxo reside no
fato de que a maioria das fungdes destas células pode ser avaliada usando-se um
pequeno volume de sangue, o que é de grande importadncia metodoldgica, além de
possibilitar a redu¢do de mudangas causada na funcido das células por artefatos, que
normalmente ocorre nos procedimentos de purificagdo (Van Eeden et al., 1999).

Os neutrofilos tém sua atividade modulada pelo eixo HHA e pela atividade dos

SNAS em situagbes de estresse e ansiedade.
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3.0BJETIVOS

Serao descritos os objetivos de modo geral e de maneira detalhada.

3.1. HIPOTESE

Tendo em vista o efeito protetor da suspensao da alga C. vulgaris em diversas
situagcdes, como mencionado no escopo desse projeto, formulou-se a seguinte hipétese
de trabalho: “A suspenséao da alga C. vulgaris tem um efeito protetor sobre a mielopoese e
atividade funcional de neutréfilos em animais submetidos ao estressor agudo fisico,
(choque inescapavel / escapavel) e psicogénico e inoculados com doses letal e sub-letal
da bactéria Listeria monocytogenes*

Os objetivos que seguem procuram avaliar essa hipotese.

3.2. OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito imunoprotetor da C. vulgaris, em animais infectados com a
bactéria Listéria monocytogenes e submetidos aos estressores agudos fisicos e

psicogénico.
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3.3.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Os seguintes parametros serédo avaliados:

e Efeito da exposicdo a estressores agudos fisicos (choques inescapaveis e
escapaveis) e psicogénico sobre o crescimento de precursores
hematopoéticos da medula dssea de ratos e sua diferenciagdo em granulécitos

e macroéfagos;

e Efeito do tratamento com a C. vulgaris sobre o crescimento de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea e sua diferenciagdo em granulécitos e
macrofagos em ratos submetidos a estressores agudos fisicos (choques

inescapaveis e escapaveis) e psicogénico;

e Efeito do tratamento com a C. vulgaris sobre o crescimento de precursores
hematopoéticos da medula 6ssea e sua diferenciagdo em granulécitos e
macréfagos em ratos submetidos a estressores agudos fisicos (choques
inescapaveis e escapaveis) e psicogénico e infectados com a L.

monocytogenes;

e Efeitos do tratamento com C. vulgaris na sobrevida de animais submetidos a
estressores agudos fisicos (choques inescapaveis e escapaveis) e psicogénico

e incoculados com dose letal da L. monocytogenes;
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e Atividade funcional (burst e fagocitose) de neutréfilos por citdmetria de fluxo
em animais submetidos a estressores agudos fisicos (choques inescapaveis e

escapaveis) e psicogénico;

e Efeitos do tratamento com C. vulgaris sobre a atividade funcional dos
neutrofilos de animais submetidos a estressores agudos fisicos (choques

inescapaveis e escapaveis) e psicogénico.

4. MATERIAL E METODOS

Trascreve-se abaixo de modo especificado os materiais e métodos utilizados neste

trabalho.

4.1.  ANIMAIS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar machos, com
idade entre 8 e 10 semanas, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e do Biotério do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual de Sao Paulo (FMVZ-USP).
Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas, em sala climatizada sob temperatura
constante de 22 + 2°C, com ciclo claro-escuro de 12 horas (luz ligada as 7:00 hrs). O
regime alimentar foi o classico, com ragao comercial padrao e agua fornecidas ad libitum.
Os animais foram aclimatados as condicbes do laboratério durante um periodo de pelo

menos 72 horas previamente a realizagdo dos experimentos. Os animais foram utilizados
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de acordo com as normas e procedimentos éticos relativos ao uso de animais de

laboratério da FMVZ-USP (Protocolo n° 788/2005).

4.2 FORMACAO DOS GRUPOS

Os animais foram divididos ao acaso em 8 grupos de 6 animais cada, para os
experimentos sobre hematopoese e de 8 animais cada para os experimentos sobre
neutrofilos sendo submetidos a um tratamento feito de acordo com o protocolo
experimental a seguir:

a) Animais controle, apenas manipulados;

b) Animais tratados com a alga Chlorella vulgaris (CV);

c) Animais submetidos a um dos 3 tipos de estressores;

d) Animais tratados com o CV e, em seguida, submetidos a um dos 3 tipos de

estressores.

Os grupos descritos abaixo foram delineados apenas para os estudos sobre a
hematopoese:
e) Animais infectados com dose sub-letal da bactéria L. monocytogenes;
f) Animais infectados com dose sub-letal da bactéria L. monocytogenes e
submetidos a um dos 3 tipos de estressores;
g) Animais tratados com a CV, infectados com dose sub-letal da bactéria L.

Monocytogenes e submetidos a um dos 3 tipos de estressores.
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4.3. CHLORELLA VULGARIS

A alga Chlorella vulgaris foi obtida da Chlorella Industry Co. Ltd. (Tokyo, Japao).

Para o tratamento dos animais, a C. vulgaris foi ressuspensa em agua destilada a
40°C e administrada por via oral, durante 5 dias previamente a aplicacdo dos 3
estressores. O composto foi armazenado em geladeira pelo periodo do tratamento (5

dias).

4.4 LISTERIA MONOCYTOGENES

A L. monocytogenes foi obtida do Laboratério de Microbiologia (Departamento de
Patologia Clinica, Hospital das Clinicas, UNICAMP) sendo utilizada para infectar os
animais. Antes da utilizagcdo, cada amostra foi diluida em concentragdes apropiadas de
NaCl 0,9%. Os ratos foram inoculados via intraperitonial (i.p.) (0,2 ml por animal), com
dose sub-letal de 7,8x108 por rato para o estudo do CFU-GM. Para a avaliagcdo da taxa de
sobrevida, os animais foram inoculados i.p. com a dose letal de 7,8x10° por rato. Essas
doses foram padronizadas para ratos para esse trabalho. Para a padronizacdo da dose
letal, foi realizado um estudo da sobrevida, utilizando-se diferentes doses e para a dose

sub-letal foi estabelecido um valor 10 vezes menor do que a dose letal.
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4.5. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA C. VULGARIS EM ANIMAIS ESTRESSADOS

(CURVA DE SOBREVIDA)

A atividade antibacteriana da C. vulgaris (CV) foi avaliada em animais estressados
e infectados com a dose letal da bactéria L. monocytogenes através da observagéao do
aumento da duragéo ou taxa de sobrevida, utilizando-se os seguintes grupos:
a) Animais apenas infectados com LM;
b) Animais submetidos a um dos 3 tipos de estressores e infectados com LM;
¢) Animais tratados com CV e infectados com LM,;
D) Animais tratados com CV, infectados com LM e submetidos a um dos 3 tipos de

estressores.

4.6. ESTRESSE

4.6.1. MODELO PARA PRODUGAO DE ESTRESSE FiSICO E PSICOGENICO

O modelo para produgdo de estresse compreende o uso de 3 grupos
experimentais: a) grupo de animais submetidos a uma sessdo de choques sem
possibilidade de fuga, inescapaveis; b) grupo de animais submetidos a uma sessao de
choques com possibilidade de fuga, escapaveis; c) grupo de animais que presenciam a
aplicagdo de choques inescapaveis. Os grupos a e b compreendem o estresse fisico,

enquanto o grupo c, o estresse psicogénico.
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4.6.2. INDUCAO DO ESTRESSE POR CHOQUES

A producdo do estresse por choques foi realizada no laboratorio de
Imunotoxicologia do Departamento de Farmacologia da UNICAMP e no Laboratério de
Comportamento do Departamento de Patologia Experimental da USP. Para produgao do
estresse um grupo de animais recebeu 60 choques ndo sinalizados com intensidade de 1
mA, por 8 segundos e com possibilidade de fuga, um segundo grupo recebeu a mesma
densidade (tempo de choque/tempo de sesséo) de choques sem possibilidade de fuga,
um terceiro grupo permaneceu em uma caixa posicionada na frente da caixa do animal
submetido ao choque inescapavel, presenciando as reagdes emitidas por esse animal.

O objetivo do uso do equipamento de choques escapaveis € permitir a aplicagao
ndo sinalizada de estimulos elétricos de baixa intensidade (pulsos regulares de 1 mA)
com a possibilidade de escape do animal, sendo util, portanto, em estudos
comportamentais, fisiologicos e farmacoldgicos que requeiram o desenvolvimento e
manutengdo, pelo animal, de um comportamento aprendido de escape ao agente
estressor (0 choque elétrico). O equipamento é constituido por uma gaiola de choques e
um estimulador. A gaiola, construida em acrilico transparente, tem o piso formado por
barras metalicas, que sao eletrificadas durante a aplicagdo dos choques. A gaiola tem 2
compartimentos, separados por uma parede contendo uma passagem. Cada
compartimento apresenta uma porta, pela qual o animal é introduzido e retirado da gaiola.
Nas paredes laterais opostas dos compartimentos, ha um sensor 6ptico que identifica a
presenca do animal. A gaiola ainda dispde de uma bandeja deslizante para recolhimento
das fezes do animal. O estimulador é formado por uma fonte de corrente com amplitude
fixa do estimulo (1 mA), um circuito scrambler e um temporizador. O scrambler
rapidamente “embaralha” a polaridade das varias barras que formam o piso da gaiola de

modo a impedir que o animal possa escapar ao choque permanecendo imovel, apoiado
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em barras de igual polaridade. O temporizador tem programado uma sequiéncia pseudo-
aleatéria dos intervalos entre os choques (entre 5 e 25 s). Além disso, esta unidade
controla a habilitagdo dos sensores opticos nas paredes da gaiola (0 compartimento no
qual o sensor esta ativo é indicado por um LED vermelho, proximo ao sensor 6ptico). O
comportamento requerido do animal para escape (interrupcdo do choque) é passar de um
compartimento para o outro. O sensor Optico habilitado € aquele do compartimento
diferente do qual o animal é colocado. Uma vez atingindo o outro compartimento, o animal
blogueia o feixe de luz, e isto leva a interrupcéo da aplicagdo do estimulo elétrico ao piso
da gaiola. Ap6s um dado intervalo, novo estimulo é aplicado, porém, o animal necessita
mover-se novamente para o compartimento oposto, para que possa interrompé-lo. Caso o
animal permanega no mesmo compartimento durante a aplicacdo, o estimulo é
interrompido depois de decorrida sua duragdo maxima.

Para a sessdo de choques do tipo inescapavel, foi utilizada a mesma caixa
medindo 25x25x30 cm, de acrilico transparente. O piso consiste de barras de metal
através das quais os 60 choques com intensidade de 1 mA, foram deflagrados, na mesma
densidade de choques do grupo escapavel. Neste caso, nao houve interrup¢ao do choque
quando o animal passa de um compartimento para outro.

Para a realizagdo do estresse psicogénico (animal testemunha do grupo
submetido ao choque inescapavel), foi utilizada a caixa descrita para o grupo
inescapavel/escapavel, sem acoplar a mesma a um gerador de choques. Essa caixa foi
colocada de frente aquela que recebia os choques inescapaveis, para que o animal
testemunha pudesse ouvir o som e observar o comportamento emitido pelo animal

recebendo o choque.
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4.7. LISTERIA MONOCYTOGENES

Para a manutengdo da patogenicidade dessa bactéria, a mesma foi
periodicamente repassada por vinte e cinco vezes em camundongos, através da
inoculagao intraperitoneal da Listeria monocytogenes em solugao salina 0,85%. Quarenta
e oito horas apds a inoculagéo desse microorganismo, os bagos dos camundongos foram
isolados em ambiente estéril, macerados e mantidos em BHI por 24-48 horas. Para a
obtengdo das colbnias, a Listeria monocytogenes foi plaqueada em agar-sangue e
incubada por 24 horas em estufa a 37° C. Apds o isolamento de coldnias de bactérias,
estas foram diluidas até atingir a concentragao apropriada para uso.

Para a infecgado dos animais, a bactéria L. monocytogenes, isolada pelo laboratério
de Microbiologia do Departamento de Patologia clinica (HC-UNICAMP), foi incubada em
meio de cultura BHI por 24-48 horas a 37° C. As colbnias obtidas das culturas frescas de
agar-sangue foram ressuspendidas em solugdo salina 0,85% e a concentragao
determinada espectrofotometricamente, utilizando-se a Escala de Mc Farland como
padrao (Vitek Colorimeter). A infecgdo dos animais pela adminitragdo intraperitoneal de

7,8 x 108 bactérias/mL em sua dose sub-letal e 7,8 x 10° em sua dose letal.

4.8 REAGENTES E SOLUGOES UTILIZADOS PARA A ANALISE DOS NEUTROFILOS

EM CITOMETRO DE FLUXO

e Diacetato 27 Diclorofluorisceina (DCFH-DA/Molecular Probes, Eugene, OR)-
empregado na citometria de fluxo. Este reagente foi mantido congelado (-20° C), e

protegido da luz, sendo dissolvido em PBS no momento do uso;
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EDTA (Sigma ") na concetragdo de 3 mM. Utilizado na técnica de fagocitose com o

objetivo de interrompé-la apds o periodo de incubagao das amostras;

®
Heparina (Liquemine = = Roche) — utilizado para evitar a coagulagao das amostras

apos a coleta;

®
lodeto de Propideo (PI) (Sigma ) — Responsavel pela emissdo de fluorescéncia

vermelha das amostras captadas pelo citdmetro;

NaCl 0,2% e 1,6% - Solugdes utilizadas com o objetivo de romper as hemacias

presentes nas amostras.

NaCl 0,85% e 0,9% - Solugdes utilizadas na técnica de conjugacdo do

Staphylococcus aureus.

PBS (Phosfate-buffered saline, pH=7,2-7,4) - Solugao utilizada nas técnicas de

burst oxidativo e fagocitose;

PBS glicosado — Solugéo utilizada na técnica de conjugacao do Staphylococcus

aureus;

PMA — Miristato-acetato de forbol (Calbiochem®) - utilizado como estimulo para

desencadear o burst oxidativo dos neutrofilos.
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4.8.1 REAGENTES E ESTIMULOS PARA A ANALISE DO BURST OXIDATIVO

a) Preparo das solugoes

e PBS 1x:

No momomento do uso, dilui-se 100ml da solugdo estoque 10x concentrada e

completou-se com H,O destilada para um volume de 1000 ml.

e PBS glicosado:

-PBS 10x 100 ml
-glicose 09g¢g
-gelatina 19

- H,O destilada gsp 1000 ml

e Solucdes Salina 0,2%, 0,85%, 0,9% e 1,6%:
Pesou-se 2g, 8,59, 99 e 16g respectivamente de NaCl e completou-se cada

solugdo com 1000 ml de H,O destilada.

b) Preparo dos reagentes

e DCFH-DA mM-Solucoes Estoque
Diluiu-se 28,35 mg de DCFH-DA em 2 ml de etanol. Esta solucdo foi
acondicionada em frasco ambar para protegé-la da luz, sendo mantida em freezer a

20° C.
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e Solucido de DCFH-DA

No momento do uso, dilui-se a solugao estoque em PBS 1x de modo tal a permitir
que o volume final desta seja suficiente para contemplar todas as amostras do
experimento, que varia de acordo com o numero de animais. Para 13 animais

utilizamos 100 yL de DCFH-DA (solugao estoque) + 8,2 ml de PBS.

e Solugado de EDTA 3mM
Para o preparo desta solugédo, 3ml da solugédo estoque de EDTA (1 mol/l) foram

diluidos em 997 ml de PBS. Esta solugao foi mantida em geladeira.

c¢) Preparo dos Estimulos

e Solugdo de PMA
A solucdo de PMA foi preparada utilizando-se de 1 pL da solugao estoque de PMA
(100 ng/100 pL) e competando-se o volume com 999 uL de PBS. Este volume (1 ml) é

o suficiente para a realizagao da técnica de burst para um total de 10 animais.

e Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923-SAPI

Antes desta bactéria ser utilizada para a realizagdo da técnica do Burst e da
fagocitose, foi necessario conjulga-la com o iodeto de propideo (PI), de forma tal a
permitir que a bactéria emitisse uma fluorescéncia vermelha possibilitando, assim, sua
leitura no citbmetro.

O protocolo de conjugacéo da bactéria foi aquele proposto por Hasui (1989), que
consiste do seguinte procedimento:

7.1 Cultivar bactérias viaveis em agar sangue por 48 horas;
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7.2 Colocar as colonias de bactérias em tubos de ensaio estéreis, em fluxo laminar
proprio para bactérias;

7.3 Ressuspendé-las em NaCl 0,85% e centrifuga-las por 10 minutos a 2500rpm;

7.4 “Inativar” as bactérias a 60° C por 30 minutos;

7.5 Lavar 3x com NaCl 0,85% e apés cada lavada, centrifugar por 10 minutos a
2500 rpm;

7.6 Ajustar a concentragdo de bactérias de modo tal que sua leitura no
espectrofotometro (Uv/visivel) a uma absorbéncia de 620 nm tenha um valor
que varie entre 2.4 e 2.7. Estes valores, nesta absorbancia, sdo aqueles em
que as bactérias em suspensao apresentam uma tribidez que corresponde ao
n ° 8 escala Mc Farland. Para a leitura no citbmetro é necessario que as
bactérias estejam nestas concentragoes;

7.7 Preparar uma solugao de iodeto de propideo a 5%;

7.8 Centrifugar nas mesmas condi¢des, desprezar o sobrenadante e adicionar 25
pL da solugao de iodeto de propideo a 5%;

7.9 Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos, no escuro; lavar a suspensao
de bactéria marcada mais 3x com NaCl 0,85% e centrifugando apds cada

lavagem por 10 minutos a 2500 rpm;

++
7.10 Ressuspender a bactéria em 5 ml de PBS glicosado (livre de Ca e

++

Mg )

7.11  “Aliquotar em eppendorfs de 2 ml, proteger da luz e congelar a —80° C;

7.12 Descongelar imediatamente antes do uso;

Para evitar contaminagdes, todo o procedimento acima descrito foi realizado

dentro de um fluxo laminar empregando-se, sempre, solugdes estéreis.



75

4.9. ATIVIDADE FUNCIONAL DOS NEUTROFILOS
MEDIDA DO BURST OXIDATIVO E DA FAGOCITOSE ATRAVES DO CITOMETRO

DE FLUXO

Foi utilizado o método proposto por Hasui et al., (1989). Resumidamente, para
cada amostra foi montada uma bateria de cinco tubos de propileno: 1° tubo: 100uL de
sangue em 1 mL de PBS; 2° tubo: 100uL de sangue, 200uL de DCFH-DA (0,3 uM) em
800uL PBS. O DCFH-DA reage com os radicais livres de oxigénio produzidos por
mondcitos e neutrofilos do sangue e emite fluorescéncia verde. 3° tubo: 100uL de sangue,
200uL de DCFH-DA (0,3 uM), 100uL de PMA (1ng/uL) em 700uL PBS; 4° tubo: 100uL de
sangue, 100uL de SAPI (1ng/ul) em 900uL PBS; 5° tubo: 100uL de sangue, 200uL de
DCFH-DA (0,3 uM), 100uL de Staphilococcus aureus conjugado com iodeto de propideo
(SAPI) em 700uL PBS. O iodeto de prodideo (PIl) intercala-se no DNA do S. aureus e
emite uma fluorescéncia vermelha. O PMA e a SAPI foram usados como estimulos in vitro
para a producéo de radicais livres de oxigénio. O tubo com a SAPI sozinha foi utilizado
para avaliagdo da fagocitose dos leucécitos. As amostras foram colocadas em banho-
maria, sob agitagédo, a 37°C por 30 minutos. As reag¢des foram interrompidas pela adigao
de 2 mL de solugédo gelada de EDTA (3mM). A seguir as amostras foram centrifugadas
por 10 minutos a 260 giros e os eritrécitos foram lisados por uma solugao estéril de NaCl
0,2% (2,0 mL) durante 20 segundos. Logo em seguida, uma solucao estéril de NaCl 1,6%
(2 mL) foi colocada em cada amostra para restaurar a isotonicidade. As amostras foram
novamente centrifugadas por 10 minutos a 260 giros e os botdes celulares obtidos foram
ressuspendidos adicionando-se 0,5 mL de PBS gelado (3mM). A magnitude do burst
oxidativo e da fagocitose foi avaliada pela citometria de fluxo.

Foi utilizado um citbmetro de fluxo (FACScalibur — Becton Dickinson

Immunocytometry System, San Jose, CA, USA) conectado a um computador (Macintosh
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Apple). Foram analisados 10000 eventos utilizando-se o software Cell Quest Pro (Becton
Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). As propriedades celulares
foram reconhecidas por meio das propriedades FSC/SSC (tamanho e complexidade
interna da célula, respectivamente). Os dados de neutrdéfilos, mondcitos e macréfagos
peritoneais foram coletados excluindo-se as demais populagdes da amostra por meio da
analise dos gates. A fluorescéncia verde do DCFH é mensurada a 530+30 nm (detector
FL1). A fluorescéncia vermelha do Pl é mensurada a 585+42 nm (detector FL2). A
quantificagdo do burst oxidativo e da fagocitose foi estimada pela intensidade média de
fluorescéncia/células emitida pelo DCFH-DA ou pelo PI, respectivamente. O tubo 1
(branco) foi utilizado apenas para calibrar o aparelho, como controle de fluorescéncia

negativa, por isso os valores deste tubo nédo serdo analisados.

As figuras 3,4,5 e 6 mostram uma representacdo da atividade funcional dos
leucécitos sanguineos incubados com o DCFH, PMA, o S. aureus e o DCFH + S. aureus

de animais do grupo controle, avaliada por por citdbmetria de fluxo.

Na figura 3 o burst espontaneo de neutrdéfilos incubados com o DCFH foi avaliado.
Na figura 4 avaliamos o burst induzido pelo PMA. Na figura 5 avaliamos a capacidade de
fagocitose (% - quantos neutrdfilos fagocitaram - e indice de fagocitose - quantas
particulas de SAPI foram fagocitadas por cada neutrdéfilo) de neutrofilos incubados com o
S. aureus e na figura 6 avaliamos o burst induzido pela fagocitose de neutrdfilos

incubados com o DCFH e com o S. aureus.
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Figura 3 — Citograma dos leucécitos (A) e Histograma (B) dos neutréfilos apds a incubagéo com o DCFH de
animais do grupo controle. R1=linfocitos; R2=mondcitos; R3=neutrofilos.
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Figura 4 — Citograma dos leucécitos (A) e Histograma (B) dos neutréfilos apds a incubagdo com o PMA de

animais do grupo controle. R1=linfocitos; R2=mondcitos; R3=neutrofilos.
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Figura 5 — Citograma dos leucécitos (A) e Histograma (B) dos neutréfilos apds a incubagdo com o S. aureus de
animais do grupo controle. R1=linfocitos; R2=mondcitos; R3=neutrofilos.
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Figura 6 — Citograma dos leucdcitos (A) e Histograma (B) dos neutréfilos apds a incubagéo com o DCFH +

S. aureus de animais do grupo controle. R1=linfocitos; R2=mondcitos; R3=neutrofilos.
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410. CULTURA CLONAL DE PRECURSORES HEMATOPOETICOS DE

GRANULOCITOS E MACROFAGOS DA MEDULA OSSEA (CFU-GM)

Apods a eutanasia dos animais por deslocamento cervical e realizagdo da assepsia
da pele com alcool 70%, o fémur foi exposto. A cartilagem foi removida sobre o orificio na
extremidade distal e o0 osso cortado na jungao superior. A medula 6ssea foi transferida
com o auxilio de agulha e seringa para um tubo contendo meio RPMI 1640 (Sigma

Chemical Co, USA).

O numero de células na suspensao foi determinado em camara hematocitométrica
ap6s diluicdo 1:10 das células em eosina 10% e a concentracdo ajustada para 1 x 10°

células/mL.

A seguir, foi preparado o meio contendo soro bovino fetal e DMEM (ver abaixo)
adicionado de agar, considerando-se dados satisfatorios de experimento realizado

anteriormente em nosso laboratério (Bincoleto et al., 1996) que consiste de:
20% de soro bovino fetal (SBF);
30% DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma) 2x concentrado;
50% de agar (Bacto-agar, Difco) (concentracéo final 0,6%)

O volume apropriado de células da medula 6ssea (1x10° cels/mL) foi entdo
adicionado e aliquotas de 2 mL foram distribuidas em cada placa de Petri (35mm)
contendo 0,1 mL do estimulo apropriado (meio condicionado de células do bago — SCM).
Apos geleificar, as placas foram incubadas por 7 dias, a 37°C, em presenga de 5% de O2
no ar. Apos esse periodo, as placas foram divididas em 4 e o numero de colbnias foi
contado em cada um dos quadrantes usando-se um microscépio de dissecgdo em

aumento de 40x.
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Figura 7: Morfologia das colonias de CFU-GM apés coloracao com Luxol-Fast blue /
Hematoxylina
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4.11. ANALISE ESTATISTICA

Antes de aplicar a analise estatistica destinada a interpretacdo dos resultados,
procurou-se verificar, através do teste de Bartlet, qual o tipo de analise — paramétrica ou
nao paramétrica — seria a mais adequada para avaliar cada situagdo experimental. Como
teste paramétrico foi utilizado o teste “t” de student com corre¢ao de Welch para comparar
2 grupos ou ANOVA de 1 via seguida do teste de Tukey-Kramer para avaliagdo dos
contrastes, quando mais de 2 grupos estavam sendo comparados. Para essa analise
utilizamos o software Graphpad Instat. Para as curvas de sobrevida dos animais foi
aplicado o teste de analise de Kaplan-Meier seguido de Cox-Matel, utilizando-se o
software Winstat. Com o objetivo de obter uma melhor observacao dos resultados obtidos,
os dados (média + desvio padrao) foram transformados em porcentagem em relagao ao
valor do controle, em alguns dos experimentos. O software utilizado para fazer os graficos
foi o Prisma. Empregou-se em todas as medidas um o de 5% bicaudal, ou seja, a

significancia estatistica foi considerada para valores de P < 0,05.
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5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

Trancreve-se abaixo o delineamento dos experimentos realizados e os resultados

obtidos no presente trabalho.

5.1. PADRONIZACAO DAS DOSES DE C. vulgaris (CV) PARA RATOS ATRAVES DO
ESTUDO DA SOBREVIDA FRENTE A UMA DOSE LETAL DE L.

MONOCYTOGENES

Foram utilizados 24 animais dividos ao acaso em 4 grupos (1 grupo controle e 3
grupos experimentais) de 6 animais cada. Os animais dos grupos experimentais foram
tratados por gavagem por 5 dias com as doses de 100mg/Kg; 200mg/Kg e 400mg/Kg
por dia de C. vulgaris, respectivamente. O grupo controle foi apenas manipulado.

Passadas 24 horas do término do tratamento com CV, todos os animais foram
inoculados com dose letal de L. monocytogenes i.p. (7,8X10°) e observados por 45

dias.

Resultados

A figura 8 mostra as curvas de sobrevida dos animais de cada um dos grupos.
Observamos que as doses de 200 e 400 mg/Kg de CV resultaram em uma sobrevida de
50% dos animais infectados, enquanto que a dose de 100 mg/Kg protegeu apenas 30%

desses animais.
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Diante desses resultados, escolhemos a dose intermediaria de 200 mg/Kg para o
prosseguimento dos experimentos. Os animais do grupo controle, que n&o receberam o

tratamento com a alga, foram a 6bito antes do 5° dia apds a inuculagdo com a bactéria.
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Figura 8: Curva de sobrevida de ratos Wistar pré-tratados com diferentes
doses de C. vulgaris (CV) e infectados com dose a letal de L. monocytogenes
(7,8x10%. *P<0,05 em relacdo ao grupo controle. Os animais do grupo
controle (C) foram apenas manipulados. Analise de Kaplan-Meier seguido do
teste de Cox-Mantel. N=6 animais por grupo.
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5.2. AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO COM C. vulgaris (CV) NA
SOBREVIDA DE ANIMAIS SUBMETIDOS AOS ESTRESSESORES FiSICOS E

PSICOGENICO E INCOCULADOS COM L. monocytogenes (LM).

Foram utilizados 64 animais dividos ao acaso em 8 grupos de 8 animais cada (2
grupos controle, sendo um apenas manipulado e outro pré-tratado com CV na dose de
200mg/Kg/dia via gavagem por 5 dias e 6 grupos experimentais). Os animais dos 6
grupos experimentais, foram submetidos aos estressores fisico por choque inescapavel
(Cl =2 grupos) ou escapavel (CE —2 grupos) ou estresse psicogénico (T- 2 grupos). No
entanto, em cada condi¢do, os animais de 1 dos grupos receberam o pré-tratamento
com C. vulgaris (200mg/Kg) por 5 dias até o dia anterior a aplicacdo dos estressores.

Duas horas apds a aplicagdo dos estressores, todos os animais dos grupos
experimentais e controle foram inoculados com a dose letal da bactéria L.

monocytogenes i.p. (7,8x10°) e observados por 45 dias.

Resultados

Foi avaliado o efeito protetor da CV na sobrevida dos animais inoculados com a dose
letal da LM. Os dados obtidos estdo apresentados na figura 9. Observamos um aumento
de 50% na sobrevida dos animais que foram tratados com CV previamente a inoculagao
com a bactéria. No contexto em que um dos estressores fisicos (grupos submetidos aos
choques escapaveis e inescapaveis) ou psicogénico (grupo dos animais testemunha da
aplicagdo dos choques inescapaveis) foi aplicado nos animais em que se faz a infecgao
bacteriana, a eficacia terapéutica da CV foi reduzida para uma taxa de sobrevida de 20%.

Os grupos de animais que nao foram tratados com a alga C. vulgaris foram a ébito até o
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5° dia apds a infecgdo. Tanto nos animais tratados quanto nos nao-tratados, o padréo de
resposta observado pela aplicagéo dos diferentes tipos de estressores (fisico por choque

escapavel e inescapavel e psicogénico) foi o mesmo.
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Figura 9: Efeitos do pré-tratamento com 200mg/Kg/dia da C. vulgaris (CV),
por 5 dias consecutivos, sobre a sobrevida de ratos Wistar. Apds o término da
administragdo de CV, os animais foram inoculados com dose letal de L.
monocytogenes (7,8x10° bac/ml) e submetidos ou ndo aos estressores fisico
por choque (escapavel-CE e inescapavel-Cl) e psicogénico (testemunha da
aplicacdo dos choques inescapaveis-T). Os animais do grupo controle (C)
foram apenas manipulados. Analise de Kaplan-Meier seguido do teste de
Cox-Mantel. * P<0,05 em relagdo aos grupos infectados e infectados e
estressados. N=8 animais por grupo.
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5.3.EFEITO DO TRATAMENTO COM A C. vulgaris (CV) SOBRE O CRESCIMENTO
E DIFERENCIACAO DE PRECURSORES PARA GRANULOCITOS E
MACROFAGOS (CFU-GM) DA MEDULA OSSEA DE RATOS SUBMETIDOS AO

ESTRESSORES FiSICOS E PSICOGENICO

Foram utilizados 48 animais dividos ao acaso em 8 grupos de 6 animais cada (2
grupos controle, sendo um apenas manipulado e outro pré-tratado com CV na dose de
200mg/Kg/dia via gavagem por 5 dias e 6 grupos experimentais). Os animais dos 6
grupos experimentais foram submetidos aos estressores fisico por choque inescapavel
(Cl — 2 grupos) ou escapavel (CE — 2 grupos) ou ao estressor psicogénico (testemunhas
do choque inescapavel- T — 2 grupos). No entanto, em cada condi¢gdo, os animais de 1
dos grupos receberam o pré-tratamento com C. vulgaris (200mg/Kg) por 5 dias até o dia
anterior a aplicacéo dos estressores.

Duas horas apoés a aplicagao dos estressores, retiramos o fémur dos animais dos

grupos experimentais e controle para a analise do CFU-GM, como descrito no item 4.10.

Resultados

Conforme mostra a Figura 10, os choques inescapaveis (Cl) e o estressor
psicogénico (T) produziram um grau equivalente de mielossupressdo nos animais. A
aplicagdo de choques com a possibilidade de escape (CE) ndo produziu alteragdo no
numero de CFU-GM quando comparado ao grupo controle. Um efeito mieloprotetor
significativo (F(7,40)=5,949, p<0,0001) foi produzido pelo pré-tratamento com a alga,
restaurando o numero de CFU-GM ao nivel do medido no grupo controle nos animais

submetidos ao choque inescapavel e ao estressor psicogénico. Nos animais nao
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estressados, a administragdo da CV nédo produziu alteragdes na resposta mielopoética, em

relacdo ao controle nao tratado.



CFU-GM/fémur x10*

+CV +CV
CE T

Figura 10: Efeito do pré-tratamento por 5 dias consecutivos de
C. vulgaris (CV-200mg/Kg/dia) sobre o numero de colbnias de
granuldcitos e macrofagos (CFU-GM) da medula 6ssea (CFU-
GM/fémur x10%) em ratos submetidos ou ndo aos estressores
por choque fisico (inescapavel -Cl e escapavel -CE), e ao
estressor psicogénico (testemunha do choque inescapavel - T).
Os animais do grupo controle (C) foram apenas manipulados.
ANOVA, teste Tukey. *P<0,05 com relagdo aos demais grupos.
Os resultados representam média + DP de 6 animais por

grupo.
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5.4. EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM A C. vulgaris (CV) SOBRE O NUMERO
DE CFU-GM NA MEDULA OSSEA DE RATOS INFECTADOS COM A L.

monocytogenes (LM)

Foram utilizados 48 animais dividos ao acaso em 8 grupos de 6 animais cada (2
grupos controle, sendo um apenas manipulado e outro pré-tratado com CV na dose de
200mg/Kg/dia via gavagem por 5 dias e 6 grupos experimentais). Os animais dos 6
grupos experimentais foram inoculados com dose sub-letal (7,8x10%) da bactéria LM e
foram avaliados 24 horas (2 grupos), 48 horas (2 grupos) e 72 horas (2 grupos) apés a
infecgdo. No entanto, em cada condi¢do, os animais de 1 dos grupos receberam o pré-
tratamento com C. vulgaris (200mg/Kg/dia) por 5 dias até o dia anterior a inoculagdo com
LM.

Os fémures dos animais foram retirados nas 24h, 48h e 72h apés a inoculagdo com

LM sendo utilizados para analise do CFU-GM, como descrito no item 4.10.

Resultados

Como pode ser observado na figura 11, a infecgdo por LM produziu uma reducgao
significativa (F(7,40)=6,037, P<0,0001) no numero de CFU-GM apenas 48 e 72 horas
ap6s a inoculacdo da bactéria. No entanto, houve uma tendéncia de recuperagao
observada as 72 h ap6és a inoculagédo da LM. O tratamento com CV preveniu a redugéo no

numero de CFU-GM dos grupos avaliados.
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Figura 11: Efeito do pré-tratamento por 5 dias consecutivos com C.
vulgaris (CV-200mg/Kg/dia) sobre o numero de colbnias de
granulécitos e macrofagos (CFU-GM) da medula 6ssea de ratos, 24,
48 e 72 horas ap6s a infeccdo com dose sub-letal da L.
monocytogenes (LM - 7,8x10%). Os animais do grupo controle (C)
foram apenas manipulados. *P<0,05 com relagdo aos demais grupos.
ANOVA, Teste Tukey. Os resultados representam média = DP de 6
animais por grupo.
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5.5. EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM A C. vulgaris (CV) SOBRE O NUMERO
DE CFU-GM NA MEDULA OSSEA DE RATOS ESTRESSADOS E INFECTADOS

COM A L. monocytogenes (LM)

Este experimeto foi feito em 3 repeticdes iguais em seu delineamento, diferindo
entre si apenas quanto ao tipo de estimulo estressor utilizado: choque inescapavel (Cl —
Fig 12), estressor psicogénico (grupo de animais que testemunharam a aplicagao do
choque inescapavel) (T - Fig 13) e choque escapavel (CE - Fig 14);

Em cada repeticdo foram usados 96 animais divididos ao acaso em 16 grupos
iguais a saber:

Grupo 1 — Controle (animais apenas manipulados) (C);

Grupo 2 — Animais apenas tratados com Chlorella vulgaris (CV);

Grupo 3 — Animais submetidos apenas ao choque inescapavel, ou ao estressor
psicogénico ou ao choque escapavel;

Grupo 4 — Animais pré-tratados com a Chlorella vulgaris e submetidos a um dos
3 tipos de estressores;

Grupo 5, 6 e 7 — Animais inoculados com dose sub-letal de Listeria
monocytogenes (LM) e avaliados 24h, 48h e 72h apéds a infecgdo, respectivamente;

Grupo 8, 9, 10 — Animais pré-tratados com a Chlorella vulgaris e inoculados com
dose sub-letal de Listeria monocytogenes e avaliados 24h, 48h e 72h apds a infecgao,
respectivamente;

Grupo 11, 12, 13— Animais submetidos a um dos trés tipos de estressores e
inoculados com dose sub-letal de Listeria monocytogenes e avaliados 24h, 48h e 72h

apos a infecgao, respectivamente;
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Grupo 14, 15, 16 — Animais pré-tratados com a Chlorella vulgaris e submetidos a
um dos trés tipos de estressores e inoculados com dose sub-letal de Listeria

monocytogenes e avaliados 24h, 48h e 72h apds a infecgao, respectivamente;

A bactéria LM foi inoculada nos animais (grupos 4 em diante) 2 horas apos a
aplicagdo de um dos diferentes estressores. O tratamento com CV (grupos 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14 e 16) foi realizado 5 dias antes da aplicagdo de um dos estressores.

Os fémures dos animais de todos os grupos foram retirados nas 24h, 48h e 72h
apos a inoculagao de LM, sendo utilizados para realizagdo da técnica de CFU-GM, como

descrito no item 4.10.

Resultados

Observou-se que a mielossupressdo mais severa causada pela inoculagdo com LM
ocorreu nas 48 e 72 horas apds a infeccdo em todos os experimentos. Os choques
inescapaveis e o estressor psicogénico, quando aplicados previamente a inoculagao,
produziram um aumento da susceptibilidade do organismo frente a bactéria LM, o que foi
observado por uma redugao ainda mais severa no numero de CFU-GM nos trés periodos
avaliados (F(15,80)=12,77, p<0,001 para choque inescapavel e F(15,80)=11,822, p<0,001
para o estressor psicogénico). O mesmo nao foi observado nos animais submetidos aos
choques escapaveis, nos quais tivemos apenas a mielossupressdo causada pela
inoculagdo com LM (F(15,80)=12,77, p<0,0001). O pré-tratamento com CV levou a uma
recuperagao total na capacidade de crescimento e diferenciagdo desses progenitores da

medula éssea em animais infectados e infectados/submetidos aos estressores.
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Figura 12: Numero de colbénias de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) na
medula Ossea de ratos submetidos ao estressor fisico por choque
inescapavel (Cl) e infectados com dose subletal de L. monocytogenes (LM -
7,8x10%) 24 h ap6s o término do tratamento por 5 dias consecutivos com
dose oral de 200mg/Kg/dia da C. vulgaris (CV). O numero de CFU-GM foi
determinado 24, 48 e 72 horas ap6s a inoculagdo da bactéria, que foi
realizada duas horas apds a aplicacdo dos choques inescapaveis. Os
animais do grupo controle (C) foram apenas manipulados. *P<0,05 com
relacdo a todos os demais grupos. +P<0,05 com relagédo a * e todos os
demais grupos. ANOVA, Teste Tukey. Os resultados representam a média
+ DP de 6 animais.
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Figura 13: Numero de coldnias de granuldcitos e macréfagos (CFU-
GM) na medula 6ssea de ratos submetidos ao estressor psicogénico
(ato de testemunhar o choque inescapavel —T) e infectados com a
dose subletal de L. monocytogenes (LM - 7,8x10%) 24 horas apds o
tratamento por 5 dias consecutivos com dose oral de 200mg/Kg/dia
da C. vulgaris (CV). O numero de CFU-GM foi determinado 24, 48 e
72 horas apds a inoculagdo com a bactéria, que foi realizada 2
horas apds a aplicagdo do estressor psicogénico (T). Os animais do
grupo controle (C) foram apenas manipulados.*P<0,05 quando
comparados a todos os demais grupos. +P<0,05 com relagdo a * e
todos os demais grupos. ANOVA, Teste Tukey. Os resultados
representam a média + DP de 6 animais.

96



97

CFU-GM/fémur x10*
ol
1

24h 48h 72h

horas apos a inoculagdo com LM

C ®WCV [JCE [JCV+CE [JLWM [JCV+LM [LM+CE []CV+LM+CE

Figura 14: Numero de col6nias de granulécitos e macréfagos (CFU-
GM) na medula 6ssea de ratos submetidos ao estressor fisico por
choque escapavel (CE) e infectados com a dose subletal de L.
monocytogenes (LM - 7,8x10°) 24 horas apds o término do
tratamento por 5 dias consecutivos com dose oral de 200mg/Kg/dia
da C. vulgaris (CV). O numero de CFU-GM foi determinado 24, 48 e
72 horas apos a inoculagdo com a bactéria, que foi realizada 2
horas apdés a aplicacdo dos choques escapaveis. Os animais do
grupo controle (C) foram apenas manipulados. *P<0,05 quando
comparamos a todos os demais grupos. +P<0,05 com relagdo a * e
todos os demais grupos. ANOVA, Teste Tukey. Os resultados
representam a média + DP de 6 animais.
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5.6 AVALIACAO DOS EFEITOS DA C. VULGARIS SOBRE A ATIVIDADE FUNCIONAL

DE NEUTROFILOS

Foram utilizados 16 animais divididos ao acaso em 2 grupos iguais de 8
animais (controle e experimental). Os animais do grupo experimental receberam o pré-
tratamento por gavagem com 200mg/Kg/dia de C. vulgaris por 5 dias consecutivos. No
primeiro dia apdés o término do tratamento dos animais do grupo experimental foram
colhidas amostras de sangue de todos os animais para a determinagao do burst oxidativo
e da fagocitose dos neutroéfilos, os quais foram avaliados por citometria de fluxo conforme

a técnica descrita em 4.9.

Resultados

Conforme demonstramos na figura 15, o tratamento com CV n&o provocou
alteragdes significativas na produgado basal de radicais livres de oxigénio por neutrofilos
de ratos Wistar, tampouco apos o estimulo in vitro destas células com PMA ou SAPI,
quando comparados com o grupo controle.

A figura 16 mostra os efeitos do tratamento com CV sobre a capacidade de
fagocitose dos neutréfilos sanguineos. A fagocitose foi medida através de dois
paramentros: 1. % de fagocitose - dentro do gate de neutrdfilos, indica quantas células
fagocitaram particulas de SAPI (Staphilococcus aureus conjugado com iodeto de
propideo); 2. indice de fagocitose (expresso pela intensidade de fluorescéncia emitida
pelas células): indica quantas particulas de SAPI foram fagocitadas pelos neutrofilos.
Quanto maior a intensidade de fluorescéncia, mais particulas de bactérias foram
ingeridas. Como pode ser observado, o tratamento com CV ndo alterou a capacidade de

fagocitose dos neutrofilos sanguineos de ratos.
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Figura 15: Efeitos do pré-tratamento com C. vulgaris (CV - 200 mg/Kg/dia) por 5
dias consecutivos de sobre a atividade funcional de neutréfilos. Foi avaliado o
burst oxidativo de neutrofilos sanguineos: 1-burst oxidativo basal, 2-burst
oxidativo apds o estimulo in vitro com PMA, 3- burst oxidativo apds o estimulo in
vitro com SAPI. Os animais do grupo controle (C) foram apenas manipulados.
Nao houve diferenga significativa entre os grupos. Teste “t” de Student. Os
resultados representam a média + DP de 8 animais.
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Figura 16: Efeitos do pré-tratamento com C. vulgaris (CV - 200 mg/Kg/dia) por 5
dias consecutivos sobre a atividade funcional de neutréfilos. Foi avaliada a
capacidade de fagocitose de neutréfilos sanguineos. 1— Porcentagem de
fagocitose (quantidade de neutréfilos que fagocitaram particulas de SAPI). 2 —
indice de fagocitose (quantas bactérias foram ingeridas pela populacdo de
neutrofilos). O grupo controle (C) foi apenas manipulado. Teste “t” de Student.
Os resultados representam a média = DP de 8 animais.
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Tabela 1: Efeitos do pré-tratamento com C. vulgaris (200mg/Kg/dia) por 5 dias
consecutivos sobre a atividade funcional dos neutréfilos sanguineos (burst
e fagocitose) de ratos Wistar avaliada por citometria de fluxo. Os dados
representam a média + DP.

GRuUPOS' Burst Oxidativo Fagocitose
Basal PMA SAPI Indice Porcentagem
C 20+ 3 167 + 31,2 84+ 12 35+3 70+11,4
CcV 195+3,3 168,22+ 29,5 86,3+17  38+4,1 72+13

1 C - Controle, CV — Tratados com Clorella vulgaris. Teste “t” de student.

indice: quantas bactérias foram ingeridas pela populagdo de neutréfilos. Expresso pela
intensidade de fluorescéncia da populacdo de neutrofilos. Porcentagem: Quantos
neutroéfilos fagocitaram particulas de SAPI
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5.7 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM C. VULGARIS SOBRE A ATIVIDADE
FUNCIONAL DE NEUTROFILOS DE ANIMAIS SUBMETIDOS AOS ESTRESSORES
FISICOS (ESTRESSE POR CHOQUE INESCAPAVEL — Cl E ESCAPAVEL - CE) E

PSICOGENICO (TESTEMUNHA DO CHOQUE INESCAPAVEL - T)

Foram utilizados 56 animais divididos ao acaso em 7 grupos. Um grupo controle
(apenas manipulado) e 6 experimentais. Os animais dos grupos experimentais foram
submetidos a um dos trés tipos de estresse: psicogénico (2 grupos), fisico por choque
inescapavel (2 grupos) e escapavel (2 grupos). No entanto, em cada condigado, os animais
de 1 dos grupos receberam pré-tratamento com CV (200mg/Kg/dia) por 5 dias antes da
aplicacao dos entressores.

Duas horas ap6s a aplicagao dos estressores foram colhidas amostras de sangue
dos animais dos diferentes grupos para a determinagao do burst oxidativo e da fagocitose
dos neutrdfilos deles retirados os quais foram avaliados por citometria de fluxo conforme

a técnica descrita em 4.9.

Resultados

Como pode ser avaliado na figura 17 (1 e 2), ndo foram observadas diferengas
significativas nos dados de burst oxidativo espontaneo (DCFH) (F(6,49)=2,001,
p=0,0834), e no burst oxidativo induzido por PMA (F(6,49)=2,112, p=0,0687) apds a
aplicacao dos trés tipos de estressores. Observou-se apenas uma pequena tendéncia de
redugdo, em ambos os bursts, nos grupos submetidos aos choques inescapaveis e ao
estressor psicogénico. O pré-tratamento com CV nao produziu mudancgas significativas

nestes parametros.
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Por outro lado, a porcentagem de fagocitose (quantos neutrofilos fagocitaram
particulas de SAPI- Fig 18—1) e indice de fagocitose (quantidade de bactérias fagocitadas
pela populagdo de neutréfilos- Fig 18-2), foram sigificativamente menores nos grupos
submetidos aos choques inescapaveis e ao estressor psicogénico. Ja nos animais que
receberam o choque escapavel, houve um aumento tanto na porcentagem quanto no
indice de fagocitose: um maior nimero de neutréfilos fagocitaram e um numero superior
de particulas foram ingeridas por cada neutrofilo. O pré-tratamento com CV dos animais
submetidos aos choques inescapaveis e ao estressor psicogénico preveniu a diminui¢cao
da capacidade de fagocitose. No grupo que recebeu o choque escapavel, o pré-
tratamento com CV impediu o aumento do indice e da porcentagem de fagocitose
observado nos animais n&o tratados (Fofagociese(6,49)=13,907, p<0,0001; Findice
fagocitose(6,49)=.21,816, p<0,0001).

No entanto, inversamente a redugdo na porcentagem e no indice de fagocitose,
observou-se um aumento no burst oxidativo induzido pela fagocitose nos grupos
submetidos aos choques inescapaveis (grupo Cl) e ao estressor psicogénico (grupo T)
(F(6,49)=16,736, p<0,001) (Fig 17-3). Nos animais submetidos aos choques escapaveis
(grupo CE), ndo houve diferenca significativa, em relagdo a medida no controle (C).
Interessante observar que mesmo na presenga do tratamento com CV, o burst induzido
pela fagocitose permaneceu elevado nos animais dos grupos submetidos aos choques
inescapaveis ao estressor psicogénico, enquanto que nos animais submetidos aos
choques escapaveis, ndo se observou diferengas em relagdo aquela do controle (Fig 17-

3). A tabela 2 apresenta a Média + Desvio Padréo dos valores obtidos neste experimento.
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Figura 17: Efeitos do pré-tratamento com C. vulgaris (CV - 200 mg/Kg/dia) por 5
dias consecutivos sobre a atividade funcional de neutrdéfilos de animais submetidos
ao estressor fisico (Cl — choque inescapavel, CE - choque escapavel) e
psicogénico (T — grupo de animais testemunha do choque inescapavel). Foi
avaliado o burst oxidativo de neutréfilos sanguineos: 1 — burst oxidativo basal, 2 —
burst oxidativo apdés o estimulo in vitro com PMA, 3 — burst oxidativo apds o
estimulo in vitro com SAPI. * P<0,05 com relagédo ao grupo C (controle), CE e
CE/CV. ANOVA - Tukey/Krammer. Os resultados representam a média + DP de 8

animais.
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Figura 18: Efeitos do pré-tratamento com C. vulgaris (CV - 200 mg/Kg/dia) por 5
dias consecutivos de sobre a atividade funcional de neutréfilos de animais
submetidos ao estresse fisico (Cl — choque inescapavel, CE - choque
escapavel) e psicogénico (T — grupo de animais testemunha do choque
inescapavel). Foi avaliada a capacidade de fagocitose de neutréfilos
sanguineos. 1- Porcentagem de fagocitose (quantidade de neutrdfilos que
fagocitaram particulas de SAPI), 2 — indice de fagocitose (quantas bactérias
foram ingeridas pela populagao de neutréfilos). * P<0,05 com relagdo ao grupo
C (controle), CI/CV, CE/CV, T/CV. # P<0,05 com relagédo ao grupo CE. +P<0,05
com relacdo ao grupo Cl e T. ANOVA — Tukey/Krammer. Os resultados
representam a média + DP de 8 animais.
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Tabela 2: Efeitos do pré-tratamento com C. vulgaris (200mg/Kg/dia) por 5 dias
consecutivos sobre a atividade funcional dos neutrofilos sanguineos
(burst e fagocitose) analisada por citometria de fluxo de animais
submetidos ao choque inescapavel (Cl), escapavel (CE) e ao
estressor psicogénico (T). Os dados representam a média + DP.

GRUPOS? Burst Oxidativo Fagocitose
Basal PMA SAPI Porcentagem |Indice

C 203  170£255 79+ 10,5 67,5+11,4 34+35

cl 15£24 144136 123+34,5* | 495+13e#  225+24e#
cl/cV 17+3,9  1745£17  1553+99* 62,7+ 8,4 275458

CE 195+5 187 + 31 82,5+ 14,5 85347 e+ 45188 e
CE/CV 209+29 177+345 87+9,4 60,3+ 11,1 30+ 3,5

T 164+4 153 + 28 1152+24 * 425+ 11,7 o # 225+2e#
T/ICV 186+47 1518+383 1356+175* | 645+85 30,3£2,9

* P<0,05 com relagdo ao grupo C, CE, CE/CV. « P<0,05 com relagao ao grupo C,
Cl/Cv, CE/CV, T/ICV. # P<0,05 com relagdao ao grupo CE. +P<0,05 com relagcéo ao
grupo Cl e T. ANOVA — Tukey/Krammer.

1 C — Controle, Cl - Estresse fisico por Choque Inescapavel, CI/CV - Estresse fisico
por Choque Inescapavel apos o tratamento com C. vulgaris, CE — Estresse fisico por
Choque Escapavel, CE/CV - Estresse fisico por Choque Escapavel apds o tratamento
com C. vulgaris, T- Estresse Psicogénico, T/CV - Estresse Psicogénico apds o
tratamento com C. vulgaris. - One way ANOVA seguido de Tukey/Krammer.

indice: quantas bactérias foram ingeridas pela populagdo de neutréfilos. Expresso pela
intensidade de fluorescéncia da populagdo de neutréfilos. Porcentagem: Quantos
neutrofilos fagocitaram particulas de SAPI
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6. DISCUSSAO

Analisando-se nossos resultados em seu conjunto, depreende-se que o pré-
tratamento com a solugdo aquosa de CV protegeu os animais da reducao induzida pelos
estressores fisicos por choque inescapavel e psicogénico e pela infecgdo pela LM na
capacidade de crescimento e diferenciagdo de células progenitoras hematopoéticas em
granuldcitos e macréfagos. Além disso, observou-se uma alteragédo na atividade funcional
de neutrofilos sanguineos de animais submetidos aos estressores fisicos ou psicogénico,
alteracao esta que foi revertida pela CV. De forma especifica, observamos que o pré-
tratamento com CV: 1) Preveniu a mielossupressao induzida pelos estressores fisico (por
choque inescapavel - Cl) e psicogénico (T), pela infecgdo por LM, assim como pela
associagao do choque inescapavel ou psicogénico + infeccdo; 2) Preveniu a redugao da
fagocitose de neutrofilos observada em animais dos grupos Cl e T; 3) Impediu o aumento
da fagocitose induzida pelo choque escapavel (grupos CE); 4) Nao interferiu com o burst
oxidativo de neutrdfilos colhidos de animais dos grupos Cl e T e 5) Aumentou em 50% a
sobrevida de animais inoculados com dose letal de LM e em 20% a sobrevida de animais

submetidos aos estressores fisicos (Cl e CE) ou psicogénico (T) previamente a infecgao.

Os resultados de supressdo da resposta mielopoética frente aos estressores
fisicos e psicogénico ou a infecgdo com LM observados no presente trabalho, sao
corroborados por dados previamente obtidos pelo nosso grupo da UNICAMP. Neste
sentido, observou-se que o crescimento e diferenciagdo de células progenitoras
hematopoéticas em granuldcitos e macrofagos (CFU-GM), na presenga de um fator de
crescimento especifico para essas linhagens celulares (GM-CSF), foi comprometido ou

pela exposigdo ao chumbo (Rodrigues, 2005), ou a uma infecgdo pela bactéria LM
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(Malacrida, 2003, Queiroz et al., 2003), ou ao tumor ascitico de Ehrlich (Justo et al, 2001)
ou a estressores de natureza fisica (Malacrida, 1997; Souza-Queiroz et al., 2004).

Neste sentido, Rodrigues (2005), relatou a existéncia de um comprometimento
significativamente maior no numero de CFU-GM da medula éssea de animais expostos ao
mesmo tempo ao chumbo e a uma infecgdo com uma dose sub-letal de LM. Da mesma
forma, obtivemos no presente trabalho uma maior susceptibilidade do organismo frente a
infecgdo por LM quando aplicamos os estressores fisico (por choque inescapavel) e
psicogénico previamente a inoculagao desta bactéria.

Este aumento da susceptibilidade a LM observado neste trabalho bem como apés
exposicdo ao chumbo ou aos estressores fisico (choque inescapavel) e psicogénico
corrobora, também, as respostas observadas in vitro através de uma cultura liquida e de
longa duragdo de células precursoras hematopoéticas (LTBMC). Esta técnica permite
uma medida quantitativa da capacidade proliferativa hematopoética in vitro (Rodrigues,
2005; Souza-Queiroz, artigo em preparagao). Observou-se, nesta cultura, uma redugao
intensa das areas ativas de hematopoese quando as células hematopoéticas eram
colhidas de animais expostos ao chumbo (Rodrigues, 2005) ou submetidos ao estressor
de natureza fisica por contengéo e frio (Souza-Queiroz, artigo em preparagao).

Tanto os presentes resultados como aqueles obtidos in vitro parecem ser
consequéncia de alteragbes induzidas pelo estressor ou pela exposi¢do ao chumbo, no
microambiente do organismo. De fato, sabe-se que as células hematopoéticas dependem
de interagcbes celulares com o microambiente formado pelo estroma medular para
manterem seu crescimento e diferenciagao em equilibrio (Salgado, 1996). Nas situacdes
acima descritas, pode ter ocorrido um comprometimento dessa interagdo, muito
provavelmente por alteracdes induzidas pelo estressor ou pelo chumbo na atividade das
citocinas (Khansari et al., 1990; Turbull e River, 1999, Bessler et al., 2000, Rodrigues,

2005).
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Sabe-se, neste sentido, que o controle da mitose e diferenciacdo das células
hematopoéticas depende de diferentes citocinas, particularmente os fatores estimuladores
de colbnias (CSFs), IL-6, entre outros (Cheers, Haigh, Kelso, 1988; Nicola, 1989; Shieh,
Peterson, Moore, 1994; Anjos et al., 2000). Assim, por exemplo, a producao de IL-6 foi
modificada mais pela situagdo de exposicdo ao chumbo + LM, que pela aplicagdo destes
estimulos separadamente (Rodrigues, 2005). No entanto, devem também, ser
considerados nesta situagdo experimental, possiveis alteragdes nos niveis dos fatores
estimuladores de col6nias (CSFs) visto que estes fatores regulam a produg¢ao, maturagao
e funcdo dos granulécitos e mondcitos-macréfagos (Zhan et al., 1998; Rodrigues, 2005).
Neste contexto, sabe-se que um efeito essencial dos CSF’s é o de ativar as células
hematopoéticas, aumentando a mielopoese (Dantas e Queiroz, 1999). Por outro lado,
sabe-se também que a maior producdo de CSFs provém de populagbes de
mondcitos/macréfagos (Zhan et al., 1998, Dantas e Queiroz, 1999). Assim, é possivel
supor que as condi¢cdes experimentais usadas neste trabalho (choque inescapavel ou
estressor psicicogénico e/ou infecgdo por LM) tenham modificado o perfil de citocinas
hematopoéticas interferindo, desta forma com a resisténcia dos animais a infeccao,
aumentando sua mortalidade. De fato, observamos alteracdes na atividade de neutrdfilos
induzidas tanto pelo estresse como pela CV e estes, sabidamente interferem com a

producao de CSFs (Hasegawa et al., 1997, 2000).

Neste sentido, situacbes como aquelas geradas na presenga de diferentes
estressores, incluindo a evolugdo de processos infecciosos e tumorais e exposicdo a
metais pesados podem comprometer a atividade do sistema hematopoético através de
mudancgas induzidas nos sistemas neuroenddcrino e/ou imunoldgico. Neste sentido, a
modulagao da atividade de células hematopoéticas por glicocorticoides, catecolaminas e

peptideos opidides constitui uma via importante através da qual os sistemas
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neuroendocrino e opioidérgico influenciam as respostas imunoldgicas (Besedovsky et al.,
1985; Blalock, 1994 a; Weigent e Blalock, 1995). Por outro lado, além desta rede de
controle humoral, tém sido descritas vias diretas de interagdo entre fibras neurais e
células imunes em ganglios e na medula 6ssea (Elenkov et al., 2000). De particular
importancia para esta discussdo sdo os estudos que demonstraram serem as fibras
neurais que chegam até a medula 6ssea uma fonte para a liberagdo de catecolaminas e
de neuropeptideos que sido capazes de modular a atividade hematopoética quer in vivo e
quer in vitro (Miyan et al., 1998, Elenkov et al., 2000).

Maestroni e Conti (1994) demonstram in vivo que o antagonista a-adrenérgico
prazozin, muito provavelmente por atuar em receptores presentes em células precursoras
de granulécitos e macrofagos, aumenta a produgdo destas células pela medula éssea,
fato que demonstra que a mielopoese esta sob influéncia inibitéria autonéma simpatica.
Neste sentido, experimentos in vitro mostraram ser a noradrenalina capaz de inibir o
crescimento e diferenciacdo de unidades formadoras de granulécitos e macréfagos e,
também, que o bloqueio da transmissao adrenérgica (por 6-hidroxidopamina ou prazozin)
resulta em um aumento deste parametro (Maestroni e Conti, 1994).

Neste sentido, Tang et al. (1999) observaram que exposigao ao frio aumentou em
36% o turnover de noradrenalina na medula 6ssea de roedores, enquanto que em animais
infectados com Pseudomonas aeruginosa este aumento chegou a 131%. Assim, é
provavel que as variaveis por nés usadas (choque inescapavel ou estressor psicogénico
e/ou infecgao por LM) tenham produzido seus efeitos, pelo menos em parte, via ativagao

do SNAS.

Neste contexto Malacrida (1996) demonstra que os peptideos opidides participam
dos efeitos supressores do estresse sobre o crescimento e diferenciagdo dos precursores

hematopoéticos em granulécitos e macréfagos, uma vez que a administracdo do
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antagonista opidide (naloxona) foi capaz de reverter o efeito mielossupressor induzido
pelo estresse. Igualmente, Fonseca et al. (2005) obtiveram resultados que mostraram a
relevancia do sistema opididérgico nos efeitos produzidos por um estressor. Observaram
em especial, que o bloqueio de receptores opidides pela naloxona preveniu as alteragoes
comportamentais e imunoldgicas produzidas por um estresse pré-natal. Assim, ao menos
a priori, ndo se pode descartar uma participacdo também do sistema opioidérgico em
nossos resultados de mielopoese apds o choque inescapavel ou estresse psicogénico

e/ou infecgao por LM.

Por outro lado, dados da literatura vém demonstrando que os efeitos induzidos
pelo estresse na atividade de células sanguineas maduras dependem das comunicagdes
entre o SN e Sl. Assim, por exemplo, estudos clinicos e experimentais demonstraram que
a exposicdo a estressores altera a atividade de diferentes populagbes celulares
comprometidas com a resposta imunolégica, tais como os neutrofilos, macréfagos e
linfécitos (Chrousos, 2000; Palermo-Neto et al., 2001; Palermo-Neto et al., 2003). Neste
contexto, mostramos, no presente trabalho, que tanto o choque inescapavel quanto o
estressor psicogénico diminuiram o nimero de neutréfilos que realizaram fagocitose e a
quantidade de particulas fagocitadas por cada neutréfilo (porcentagem e indice de
fagocitose, respectivamente) e aumentaram o burst oxidativo induzido pela fagocitose
destas células. No entanto, ao contrario do que se encontrou nos animais submetidos ao
choque inescapavel ou ao estressor psicogénico, nos animais submetidos ao choque
escapavel, observou-se um aumento na porcentagem e no indice de fagocitose, e néo se
encontraram alteragdes no burst oxidativo induzido pela fagocitose. Os nossos resultados
de fagocitose apos choque inescapavel e estressor psicogénico concordam com aqueles
obtidos em macrofagos por Palermo-Neto et al. (2001 e 2003) apds a aplicagcdo de um

estressor por choque inescapavel pré-natalmente e sugerem o envolvimento direto ou
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indireto da imunidade celular inata com os achados agora relatados frente as situagdes
estressoras e infecgdo por LM.

Neste contexto, vale lembrar que células maduras como os neutrofilos tém sua
atividade modificada por ativagdo do eixo HHA e/ou do SNAS (Hasegawa et al, 2000;
Kohm e Sanders, 2000; Rice et al., 2001) e que elas estdo ligadas a defesa organica
contra infeccdes (Hasegawa et al., 2000), em particular contra LM (Dantas e Queiroz,
1999; Rice et al., 2001; Eberlin et al., 2005). De fato, neste trabalho, assim como em
muitos outros, mostrou-se ser um estressor capaz de diminuir a atividade fagocitica de
neutrofilos, fato também relatado em macréfagos (Marino et al., 2001; Fonseca et al.,
2002; Palermo-Neto et al., 2001 e 2003). Ishigami (1919), em especial, relatou pela
primeira vez uma diminuicdo da fagocitose de bacilos da tuberculose por macréfagos
provenientes de criancas que passavam por uma situagao de severo estresse emocional.
Da mesma forma, tem sido relatado que o estresse por contengao, assim como aquele
induzido por choque inescapavel em animais de laboratério, diminui a fagocitose de
particulas de zymosan e de carbono por macrdégagos, muito provavelmente, devido a uma
ativacado do eixo HHA e/ou do SNAS (Okimura et al., 1986; Palermo-Neto et al., 2001 e
2003). No entanto, assim como Palermo-Neto et al. (2003), observamos agora um
aumento do burst oxidativo induzido pela fagocitose apds choque inescapavel e estressor
psicogénico, fato que ndo concorda com dados obtidos em outras situacoes
experimentais (Palermo-Neto et al., 2001; Righi e Palermo-Neto, 2005). Estas diferengas
de resultados devem-se, muito provavelmente, aos tipos de estressores usados e a
complexidade das interagdes entre o SNC e SlI.

Neste sentido, diversos trabalhos tém apontado que as respostas de linfécitos T
sao afetadas de forma diferencial pelas atividades do eixo HHA e do SNAS. De modo
geral, sabe-se que as catecolaminas e os glicocorticoides atuam favorecendo as

respostas do tipo Th2, devido a uma inibigao por eles induzidas nas citocinas Th1 (IL-12,
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TNF-a e INF-y) (Carrasco; Van De Kar, 2003), resultando este fato geralmente em uma
diminuicdo no numero de células imunocompetentes no sangue, incluindo-se aqui
timécitos e linfécitos T periféricos (Dhabhar et al., 1995, Stratakis e Chrousos, 1995;
Dominguez-Gerpe et al., 1998). Sabe-se, por outro lado, que além dos efeitos diferenciais
do estresse sobre o balango Th1 e Th2 1) nem todo estressor produz 0 mesmo padrao de
resposta neuroquimica; 2) nem toda espécie e sexo de animais responde a um
determinado estressor da mesma maneira, tanto do ponto de vista comportamental como
neuroquimico e imunolégico, e, 3) nem toda “fungédo imune” é igualmente afetada pela
aplicacdo de um mesmo agente estressor. Portanto, em resposta a um agente agressor a
“fungdo imune” pode ser suprimida, incrementada ou até mesmo, permanecer inalterada
(Moyanahan et al., 1994).

Neste contexto, sabe-se que a secregédo de espécies reativas de oxigénio (O,
H,O,, OH’) por neutrofilos e macréfagos é extremamente complexa. No entanto, embora
muito estudada, é pouco compreendida em seu nivel molecular (Johnston, 1978; Adams,
Hamilton, 1984). Parece ser consenso geral, entre os pesquisadores que a
secrecao/produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) depende de pelo menos 3
sub-capacidades: 1) numero ou afinidade do receptor (Fc e complemento) pelo
“triggering” ligante; 2) eficiéncia de ligagdo destes receptores as oxidases e 3) niveis de
oxidase necessarios para produzir O; e outros EROs. A principal enzima responsavel
pela producdo de EROs é a NADPH oxidase, que esta localizada, pelo menos na sua
forma ativa, principalmente na e/ou proxima a membrana plasmatica. Portanto, a geragao
de O, e outros EROs por estimulos externos, como a presenca de bactéria, requer a
ativagdo do NADPH oxidase (Mcphail, Synderman, 1983; Sasada et al., 1983). Parece,
pois, razoavel sugerir frente aos nossos dados que os eventos estressantes por choque
inescapavel e estresse psicogénico por nos utilizados foram capazes de interferir com a

producéo de H,O, por alterar a via de ativacdo da NADPH oxidase. Se tal mecanismo
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ocorre, ele nao foi induzido pelo choque escapavel e foi tdo pouco foi afetado pelo

tratamento com CV em todos os grupos.

Neste sentido, as citocinas desempenham um papel relevante na producido de
EROs (Stites, Terr, 1991), o que torna possivel sugerir que os efeitos diferenciais das
condi¢gdes experimentais agora usadas sobre o burst oxidativo induzido pela fagocitose,
sejam consequéncia de alteragbes também diferenciais nos padrdes de citocinas
produzidas e/ou liberadas pelas células imunes, na presenca de um cenario em que
predominam glicocorticoides e/ou catecolaminas. Neste sentido, Ortega et al. (2000)
mostraram que diferentes concentragbes de noradrenalina aplicadas in vitro podem
aumentar ou diminuir a produ¢ao de anion superdxido por macréfagos peritoneais de
ratos, na dependéncia da dose usada. Alves (2005), neste sentido, ndo encontrou
qualquer diferenga nos niveis séricos de glicocorticéides de animais submetidos a um
estressor psicogénico crénico, fato que sugere o ndo envolvimento do eixo HHA com os
efeitos observados. Palermo-Neto et al (2003) relataram ativagdo do eixo HHA apds
aplicacao de um estresse por choque escapavel e ndo observaram alteragdes induzidas
por esta situagao experimental na atividade de macroéfagos peritoneais ativados por onco-

BCG.

Uma vez que a CV nao interferiu com o burst oxidativo dos animais estressados e
os protegeu da infecgdo por LM, descarta-se, ao menos a priori, 0 envolvimento dos
radicais livres de oxigénio com os efeitos protetores da alga. No entanto, a prevengao
induzida pela CV nos efeitos dos estressores sobre a fagocitose persiste e pode ser
relevante para a compreensao dos fendbmenos agora observados.

Neste sentido, alguns estudos tém demonstrado que a CV aumenta nao apenas a

quantidade, mas também a atividade funcional de fagdcitos, principalmente de neutrofilos,
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em camundongos tornados neutropénicos por exposi¢cao a quimioterapicos (Tanaka et al.,
1998; Konishi et al., 1985, 1990, 1996). Tem sido relatado que a Chlorella induz um
aumento nos niveis de mRNA especifico para o fator de crescimento para granulécitos e
macréfagos (GM-CSF). Sabe-se que o GM-CSF desempenha papel essencial na geragao
de células fagociticas mediadoras da defesa e reparo tecidual. (Hasegawa et al., 1997,
2000). Observamos no presente trabalho que o pré-tratamento com CV nao sé impediu o
comprometimento da fagocitose induzido pelo estresse fisico por choque inescapavel e
psicogénico, mas que também manteve o aumento induzido pela fagocitose no burst
oxidativo.

E importante ressaltar, que os processos ligados & fagocitose e ao burst oxidativo
de neutrdfilos podem ser eliciados por vias diferentes que os regulam de forma
independente (Van Eaden et al., 1999). Esta independéncia de agdes justificaria o fato de
termos observado que o choque inescapavel e o estressor psicogénico tenham produzido
diminuigdo na capacidade de fagocitose e aumento no burst oxidativo. No entanto, cabe a
pergunta: porque o choque escapavel aumentou a fagocitose e ndo interferiu com o burst
?

A fagocitose € um fendmeno complexo que se inicia pela ligagdo da particula a ser
fagocitada a receptores especificos presentes na superficie da célula imune. Existem
varios receptores fagociticos; dentre eles citamos o Fc yR (receptores para a porgédo Fc
da IgG ligada a particula), receptores CR (receptores para alguns componentes do
sistema complemento depositado em algumas superficies das particulas), receptores de
lectina e receptores scavenger. A internalizarao da particula é o resultado de muitas vias
de sinalizagdo que, em seu conjunto, coordenam o rearranjo do citoesqueleto da célula
imune e, portanto a formagao do fagécito.

Sabe-se que neutrdfilos, assim como macréfagos tém receptores de superficie

para glicocorticoides (Madden, Sanders e Felten, 1995; Pujols et al., 2002); estes
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receptores, se ativados, modulam a resposta destas células. Esta imunomodulagéo,
associada ao estresse, esta descrita em varios trabalhos que correlacionaram alteragoes
dos niveis de glicocorticoides com a atividade de neutréfilos e macréfagos (Massoco et
al., 1999; Okimura et al., 1986; Righi et al., 1999; Palermo-Neto et al 2003).

Assim, uma vez que os glicocorticéides modulam a atividade Th1 e Th2 e, desta
forma, através de citocinas proé-inflamatérias e anti-inflamatorias, a atividade do sistema
imunolégico (Schwarz et al., 2001; Pujols et al., 2002), pode-se sugerir o envolvimento
dos mesmos com os diferentes achados experimentais. Especificamente, o choque
inescapavel e o estressor psicogénico poderiam modular o eixo HHA de forma
diferenciada daquela induzida pelo choque escapavel. Entretanto e como mencionado
anteriormente, ndo foram encontrados niveis alterados de glicocorticoide em estudos que
relataram efeitos do estresse sobre a resposta imunoldégica (Moynihan, Cohen, 1992;
Ader, Cohen, 1993; Alves, 2005), o que abre espaco para a analise de outros fatores que
poderiam estar atuando de forma intercorrente como, por exemplo, a ativagao do SNAS e,

dentre tantos outros, o envolvimento do sistema opioidérgico.

A luz dos presentes achados experimentais, parece-nos razodvel sugerir que tanto
o0 choque inescapavel quanto o estresse psicogénico estejam ativando de forma
semelhante areas do SNC como, por exemplo, o hipotdlamo e a amigdala e, como
consequéncia disto, produzindo respostas idénticas de mielossupressio, diminuicdo na
capacidade de fagocitose de neutréfilos e aumento no burst oxidativo por estas células.
Neste contexto, o etressor fisico por choque escapavel atuaria de forma diferenciada.
Parece-nos que a amigdala desempenha papel fundamental nas diferengas agora
apresentadas para os efeitos de estressores de diferentes tipos.

A amigdala € uma pequena estrutura em forma de améndoa, situada no interior da

regidao antero-inferior do lobo temporal. Interconecta-se com o hipocampo, com os nucleos
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septais, com a area pré-frontal e 0 com o nucleo dorso-medial do talamo. Esta envolvida
na producdo de comportamentos associados ao medo e a ansiedade e tem sido
considerada por diversos autores como o centro identificador de perigo, colocando o
animal em situacdo de alerta e, preparando-o para se evadir ou lutar. A funcdo da
amigdala é, portanto, a de avaliar os estimulos provenientes do meio ambiente,
sinalizando para a matéria cinzenta periaquedutal e hipotalamo o grau de perigo ou
ameaca que eles representam para o organismo (Kander, 2005; Bear, 2002). Ap6s uma
avaliacdo da situagdo pelo animal, a amigdala pode mediar a liberagdo de adrenalina,
noradrenalina e/ou cortisol através do nucleo pontino coeruleus (Kandel, 2005; Bear,
2002).

Desta forma, informacgdes sensoriais de todo tipo chegam até a amigdala via
projecdes do cortex e uma variedade de estruturas sub-corticais que convergem para o
nucleo basolateral da amigdala (BLA) (Ledoux et al., 1990). Este nucleo faz parte dos
circuitos que modulam o comportamento afetivo (RosenKranz et al., 2005). Neste sentido,
mostrou-se que varios neurotransmissores sdo liberados em grande quantidade no BLA
durante situagdes emocionais, dentre eles, a noradrenalina (Quirarte et al., 1998; Willians
et al., 2000), a serotonina (Amat et al.,, 1998), a dopamina (Uehara et al., 2003) e a
acetilcolina (Mclintyre, 2003). Mais especificamente, relatou-se um aumento da liberagao
de noradrenalina no BLA em situagdes especificas de choque inescapavel e do estressor
psicogénico (ato de testemunhar a aplicagdo de choque inescapavel) (Uehara et al.,
2005). De fato, segundo este autor a aplicagcdo aguda destes dois tipos de estressores
aumenta a atividade neural e a demanda de energia dos neurbnios do BLA. Assim, é
possivel que a amigdala tenha sido ativada de forma diferencial no presente experimento
pelo choque inescapavel e pelo estressor psicogénico que pelo choque escapavel. Uma
ativagao diferencial, como esta agora proposta, poderia responder por niveis diferentes de

estimulacdo do eixo HHA e/ou do SNAS e, conseqlentemente por toda cascata
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neuroimunolégica que culminaria com os efeitos agora obtidos. Neste caso, a CV poderia
estar atuando indiretamente via modulacdo da atividade do SNC, em especial da
amigdala e/ou diretamente modulando o perfil de citocinas envolvidas com a
mielossupressao e/ou ativagdo de neutréfilos. Neste sentido, teria a CV um efeito
ansiolitico? De fato, ja se observou que os efeitos produzidos pelo choque inescapavel e
pelo estressor psicogénico sobre a atividade neural foram revertidos pela administragéao
de diazepan, um conhecido ansiolitico (Nagy et al., 1979). Futuros experimentos poderao
esclarecer este fato.

Assim, e dentro deste contexto, uma explicacdo logica para as respostas
diferenciais observadas ao aplicarem-se o0s estressores por choque inescapavel e
psicogénico de um lado e choque escapavel de outro envolveria um fator emocional que
estaria associado ao estressor fisico por choque escapavel. Este fator alteraria
dramaticamente o impacto do estressor sobre o organismo. Em outras palavras, o fato de
poder controlar uma reacéo adversa, como a possibilidade de escapar de um choque nas
patas, permitiia ao cérebro deflagrar uma resposta diferenciada, através de um
mecanismo conhecido como “coping” (Hansen et al., 1978).

Acredita-se, neste sentido, que a geragdao do mecanismo de ‘coping’ esteja
vinculada a atividade do sistema limbico. Este sistema foi descrito como um circuito de
estruturas corticais e subcorticais responsavel pela génese e controle das emocgoes.
Considera-se que o sistema limbico seja uma rede de estruturas que faz a interface entre
0 neocortex e o hipotalamo, sendo o responsavel pelo controle das reagdes autonémicas
caracteristicas das emogdes (Bear, 2002; Kandel, 2005). De fato, as estruturas do
sistema limbico funcionam de maneira integrada compondo um sistema mediador de

fungdes viscerais e comportamentos emocionais (McLean, 1952)
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Neste contexto, parece-nos relevante destacar que ja foi demonstrado que a
exposicdo a estressores incontrolaveis (como a um choque inescapavel) leva a
modificagdes comportamentais e imunoldgicas que n&o estdo presentes quando se pode
controlar o estressor (choque escapavel), mesmo se estes forem idénticos em sua
intensidade, duracao e distribuigdo temporal (Weiss et al., 1981; Anisman et al., 1991;
Maier, 1993; Palermo-Neto, 2003). Neste sentido, Helmreich (2005) demonstrou que a
capacidade de um animal em controlar um choque preveniu o aparecimento de ulceras
gastricas, que foram encontradas em animais que nao tinham possibilidade de escapar
deste choque. Da mesma forma, Swenson e Vogel (1983) verificaram que ratos expostos
a uma unica sessao de choques inescapaveis exibiram um pico mais alto de adrenalina e
noradrenalina no plasma, quando comparados a outros que receberam choques
escapaveis. Talvez este ultimo achado seja importante para nossos resultados. De fato,
como ja mencionado anteriormente, as catecolaminas tém intima participacdo nos
fenbmenos imunolégicos e/ou na qualidade/quantidade de citocinas liberadas por
estimulos imunes.

Neste sentido, varios trabalhos da literatura tém demonstrado que a estimulagao
do SNAS pelo estresse pode ter um importante papel no aumento da susceptibilidade do
organismo frente a uma infecgdo. Assim, Tran et al (1985), constataram que o tratamento
com agonistas adrenérgicos aumentou a mortalidade durante infecgcbes com bactérias
gram-negativas. Rice et al. (2001) evidenciaram que a simpatectomia quimica por 6-
OHDA diminuiu a carga da bactéria LM no bago, fato que estaria relacionado a um
aumento do numero de neutréfilos esplénicos durante a fase inicial da infecgdo. O
aumento no numero dessas células seria responsavel por potencializar a eliminagao da
bactéria pelo sistema imunoldgico do hospedeiro. Dessa forma, quer nos parecer que um
aumento da atividade do SNAS induzida pelo choque inescapavel e estresse pisicogénico

tenha resultado em aumento subseqliente da susceptibilidade organica as infecgbes por
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LM por diminuir a resposta inata a infecgdo, alterando a habilidade do hospedeiro de
eliminar o patégeno, como ja proposto em outro local (Rice et al., 2001). Neste contexto, e
como ja sugerido, o choque inescapavel/estressor psicogénico e o choque escapavel
estariam modulando de forma diferencial o0 SNAS dos animais. Estaria este fato ligado a
ativacao diferencial do SNC pelos estressores? Estudos futuros podem buscar esta

resposta.

Analises adicionais de nossos resultados mostram que eles corroboram estes
estudos que demonstram ser o estresse capaz de aumentar a susceptibilidade dos
organismos as infec¢des. Acreditamos que este aumento de susceptibilidade seja
consequente principalmente da mielossupresséao induzida pelos estressores nos animais,
como agora encontrado nos ratos submetidos ao choque inescapavel e ao estressor
psicogénico. No caso especifico de uma infecgdo, como na listeriose, sabe-se que a
capacidade da medula 6ssea de produzir e mobilizar granulécitos e macréfagos para o
local da infecgdo € um componente essencial da defesa do hospedeiro durante a resposta
inflamatadria inicial sendo, consequiientemente, relevante para a sobrevivéncia dos animais
(Wing et al., 1984; Metcal et al., 1986; Cheers et al., 1988; Kayashima et al., 1993; Zhan
et al., 1998; Dantas e Queiroz, 1999). Assim, uma redugdo na atividade de precursores
hematopoéticos induzida pelo estresse implicaria em uma resposta inflamatéria deficiente
e em uma resisténcia natural prejudicada (Wing et al., 1985; Bincolleto et al., 1996;
Quadros et al., 1999; Dantas et al., 1999; Melo, Justo e Queiroz, 2001; Queiroz et al.,
2000 e 2003). Em animais previamente estressados, esta queda da resisténcia seria
traduzida, em dultima instdncia pelo aumento da susceptibilidade do organismo as
infeccoes.

Assim por exemplo, a aplicagdo de um choque elétrico nas patas, aumentou a

susceptibilidade de camundongos ao virus Herpes simplex (Kusnecov et al., 1992); um
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estresse sonoro foi capaz de suprimir as respostas mediadas por linfocitos T e B (Sobrian
et al., 1997); um choque elétrico aplicado de forma inescapavel aumentou o numero de
células encontradas no lavado broncoalveolar de ratos sensibilizados com ovalbumina
(Portela et al., 2001); estressores de natureza fisica e psicolégica foram capazes de
diminuir tanto a atividade de macréfagos peritoneias ativados por onco-BCG como a
resisténcia de camundongos ao tumor de Ehrlich (Palermo-Neto et al., 2003). Neste ultimo
trabalho, mostrou-se que esta redu¢do na imunidade estava inversamente correlacionada
aos niveis de ansiedade apresentada pelos camundongos, como avaliado através do
campo aberto, do labirinto em cruz elevada e dos niveis séricos de corticosterona.

Neste sentido, na presenga do choque inescapavel e do estressor psicogénico,
constatamos uma mielossupressao significativa logo nas primeiras 24 horas apds a
infeccdo. Entretanto, na auséncia destes tipos de estressores, este efeito s6 apareceu 48
horas apds a inoculagdo de LM. Além disso, deixamos de observar nos animais
estressados a tendéncia de recuperacao observada nos animais apenas infectados as 72
horas ap6s a inoculagdo de LM.

Existem algumas hipoteses para justificar a diminuicdo do crescimento e da
diferenciagao das células progenitoras da medula 6ssea em situagbes de estresse e
infeccdo com LM. Uma delas pressupde que durante a fase inicial desta infeccdo ocorra
uma diminuicdo no numero de CFU-GM da medula dssea, o que estaria relacionado com
a migragao macica destas células para o bago. Ocorreria, neste caso, uma hematopoese
extramedular com consequente esplenomegalia e aumento nas concentragdes séricas de
fatores estimuladores de colénias (CSFs) em detrimento da medula 6ssea (Metcalf, 1984;
Young e Cheers, 1986; Olfert et al., 1993;). Outra hipétese, conforme sugerido por Wing
et al. (1985), pressupde a ocorréncia de um estresse por “excesso de produgao” nas

células progenitoras frente as demandas do organismo infectado. Esta ultima hipotese
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torna-se mais atraente se lembrarmos que a mielossupressao foi observada apenas 48
horas apds a inoculagdo de um animal com a bactéria.

Join-Lanbert et al. (2005), neste contexto, apresentaram uma justificativa inédita
para este fato. Estes autores sugeriram que esta diminui¢do nos numeros de CFU-GM da
medula 6ssea possa ser consequéncia de uma invasao e crescimento da bactéria LM nas
células mielomonociticas imediatamente apds sua inoculacdo intravenosa, fato que
impediria assim a atividade natural destas células. Sugere-se, neste sentido, que esta
invasao estaria ocorrendo devido ao intenso recrutamento dos neutréfilos para a periferia
durante a fase inicial da infecgao, o que reduziria a capacidade de prote¢ao do hospedeiro
(Kratz and Kurlander, 1988; Conlan and North, 1991). Destacamos, neste momento, e
como ja descrito, que no presente trabalho observamos alteragdes significativas na
atividade de neutrdfilos (na % e indice de fagocitose e burst oxidativo) apds os diferentes

tipos de estresse.

De destacar-se, ainda, que a solugdo aquosa de C. vulgaris tem sido utilizada
profilaticamente em situagbes de inoculagédo de tumor (tumor ascitico de Ehrlich) (Justo et
al.,, 2001), bactéria (L. monocytogenes) (Dantas & Queiroz, 1999; Dantas et al., 1999;
Queiroz et al., 2002, 2003), exposigao ao chumbo (Queiroz et al., 2003) e ou ao estresse
agudo por contencédo e frio. De uma forma geral, tem sido demonstrado um efeito
mieloprotetor para a alga, uma vez que ela protege o organismo da diminuicdo do
crescimento e diferenciagdo das células progenitoras hematopoéticas que esta presente
nas condi¢cées descritas (Dantas et al.,, 1999; Justo et al., 2001; Queiroz et al., 2002;
Souza-Queiroz et al., 2004; Queiroz et al., 2003). Nestas condigbes, a maior demanda
sobre o sistema hematopoético resulta em redugdo significativa no numero de células
precursoras para granulécitos e macrofagos (CFU-GM) na medula éssea. Um

experimento com camundongos da linhagem C57BL/10, geneticamente resistentes a
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infecgdo com LM, demonstrou que estes animais apresentaram maiores numeros de
CFU-GM na medula 6ssea antes e depois da infeccdo, quando comparados com
camundongos BALB/c, demonstrando o qudo importante sédo estas células para a
sobrevivéncia do hospedeiro infectado. Além disso, foi observado um aumento precoce do
influxo de fagécitos para o foco da infecgdo nos BALB/c, o que se deve provavelmente, a
presenca de uma maior quantidade de células precursoras hematopoéticas na medula

6ssea e no bago destes animais (Cheers et al., 1988; Cheers e Stanley, 1988).

O aumento de resisténcia a infecgdo por LM proporcionada pelo pré-tratamento
com CV justifica-se, em grande parte, pelo aumento de citocinas hematopoéticas (CSFs)
as 48h e 72h apos a infecgdo (Dantas e Queiroz, 1999). Sabe-se, a esse respeito, que a
mobilizacdo de neutréfilos maduros durante a infeccdo depende da produgdo destas
glicoproteinas, o que as torna fundamentais para a sobrevivéncia dos animais durante a
infecgdo com LM (Dantas e Queiroz, 1999). Neste contexto, o pré-tratamento com CV
impediu a diminuicdo no numero de células progenitoras na medula 6ssea, diminuicao
esta provocada pelas situacdes experimentais de estresse e de infecgdo, como descrito
anteriormente (Dantas & Queiroz, 1999; Dantas et al., 1999; Queiroz et al., 2002, 2003;

Souza Queiroz et al., 2004).

Ao se investigar os mecanismos subjacentes do efeito mieloprotetor da Chlorella,
demonstrou-se que o pré-tratamento com essa alga provocou um aumento significativo
tanto dos niveis de INF-y como da express&o génica de citocinas ativas no sistema
hematopoético, como a IL-12, IL-1a, assim como do fator estimulador do crescimento de
granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) e do fator de necrose tumoral-a (TNF-a)) (Hasegawa
et al. 1997; Queiroz et al., 2002; Queiroz et al., 2003). A atividade de células natural killer

(NK), potentes indutores da producao de INF-y, também esta aumentada em presencga da
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Chlorella (Dantas et al., 1999). Nao se conhece ao certo, no entanto, o mecanismo ultimo
pelo qual as citocinas atuam, sozinhas ou de forma sinérgica no desencadeamento do
trafego de fagocitos da medula 6ssea em animais pré-tratados com a CV. Neste sentido,
esta bem aceito o fato de que tanto GM-CSF quanto IL-12 e IL-1a constituem fatores
importantes para a promogao da mielopoese e para o recrutamento de fagdcitos para a
periferia (Metcalf, 1985; Wang et al., 1987).

Neste sentido, recordamos que se tém demonstrado que as citocinas podem
modular a fagocitose de neutréfilos e macrofagos in vitro e in vivo (Lehn et al., 1989;
Keller et al., 1990). Sendo assim, podemos supor que a agéo da alga sobre 0 mecanismo
de fagocitose dos neutrofilos relatada neste trabalho e discutida anteriormente esteja
relacionada a sua capacidade de estimular a produgao de algumas citocinas, como IL-1,
IL-12, IL-4, TNF-a,, G-CSF, GM-CSF e INF-y.

Nesse contexto, uma ativagédo da resposta do tipo Th1 pela CV poderia, também,
explicar a protecao hematopoética de animais submetidos ao estressor por contencéo e
frio (Souza-Queiroz, em preparagédo) e expostos ao chumbo (Rodrigues, 2005). Esses
achados confirmam a capacidade da CV de modular a mielopoese no estresse,
estimulando o crescimento e diferenciacdo de células precursoras hematopoéticas e
sugerem uma ag¢do para a alga no microambiente envolvido com a regulagdo da

maturacao das células-tronco.

Igualmente, o aumento na sobrevida de animais inoculados com a dose letal de
agente infeccioso serve como indicagado da eficacia terapéutica desta alga. Observamos
que o pré-tratamento com CV aumentou em 50% a sobrevida dos animais apenas
inoculados. No entanto, quando os trés estressores foram aplicados previamente a
inoculagdo, houve uma redugédo neste parametro para 20%. Interessante que esta

redugéo na taxa de sobrevida foi também observada nos animais submetidos ao choque
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escapavel, os quais ndo apresentaram respostas imunossupressoras em nenhum dos
parametros avaliados. E possivel pois que mielossupressdo e o aumento da sobrevida
apos infecgdo com dose letal de LM sejam fendmenos que ocorram simultaneamente mas
que nao estejam diretamente e/ou totalmente relacionados. No entanto, e conforme ja
especificado, alguns trabalhos tém sugerido que a capacidade da alga em aumentar a
sobrevida de animais infectados com LM estaria relacionada, em grande parte, a
capacidade mieloprotetora da mesma (Dantas e Queiroz, 1999). Poder-se-ia sugerir desta
forma que outros fatores além da mielossupressdo, os quais teriam suas acbes
potencializadas na presenca da aplicagdo dos diferentes tipos de estresse, estariam
envolvidos, impedindo assim a recuperagao total dos animais inoculados com dose letal
desta bactéria. Curiosamente, observou-se neste trabalho um aumento da fagocitose nos
animais submetidos ao choque escapavel, fato que sugere nédo estar a capacidade de
fagocitose envolvida com a mortalidade apdés LM. No entanto e de relevancia, a fagocitose
de neutrofilos foi avaliada in vitro e para o S. aureus, e poderia nao estar refletindo a real

situacao experimentada pelos ratos apos a infecgao por LM.

Um importante aspecto demonstrado neste trabalho é que, a administragdo da
alga nao altera o estado basal de importantes indicadores da atividade fisioldgica no
hospedeiro normal. Em presenca de condi¢gbes adversas, no entanto, o hospedeiro que
vem recebendo Chlorella reage mais prontamente e com maior vigor na indugdo de

mecanismos essenciais de defesa imunoldgica.

Diante do exposto e considerando-se todos os dados obtidos parece-nos possivel
sugerir que a CV possua propriedades protetoras contra os efeitos induzidos pelos
diferentes tipos de estressores sobre a série granulocitica/macrofagica, a atividade

funcional de neutréfilos e sobre a sobrevida de animais estressados e infectados com
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dose letal de LM. Embora os mecanismos ultimos desta agdo meregam analises
adicionais, estes dados sao importantes uma vez que abrem novas perspectivas para

estudos que envolvam a viabilidade terapéutica em infecgdes e/ou situagcdes de estresse.
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7. CONCLUSOES

A aplicagao do estresse fisico (choque inescapavel) e psicogénico (testemunha
do choque inescapavel) provocou uma reducgéo significativa no numero de
CFU-GM da medula éssea. O mesmo nao foi observado com a aplicagdo do
estresse por choque escapavel, o qual ndao produziu alteracbes neste

parametro.

O pré-tratamento com CV foi capaz de reverter a mielossupressdo causada

pelos estresses fisico por choque inescapavel e testemunha.

Quando os animais foram inoculados com dose subletal da bactéria L.
monocytogenes, observamos uma mielossupressao apenas nas 48h e 72h.
Dentre os trés periodos avaliados, foi nas 48 horas seguidas da inoculagao
que 0s animais apresentaram a mielossupressdo mais severa, com uma
reducdo no numero de CFU-GM semelhante a observada na aplicagcao dos
estresses por choque inescapavel e psicogénico. Nas 72h o organismo ja
estava se recuperando, mas ainda observamos uma redugédo significativa no
crescimento e diferenciagdo das células progenitoras da medula éssea. Ao
aplicar esses dois procedimentos em conjunto (os dois tipos de estresse foram
administrados 2 horas antes da inoculagdo com LM), observou-se uma
redugéo significativa no nimero de CFU-GM nas 24h e uma potencializagao

dessa redugao nas 72h. Nao observamos nenhum efeito adicional nas 48h.
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O pré-tratamento com CV foi também capaz de reverter a mielossupressao
causada pela infecgdo com a bactéria LM e pela aplicagdo dos procedimentos

de infecgao e posterior aplicagdo dos 3 tipos de estresse.

O estresse nao diminuiu a taxa de sobrevida de ratos inoculados com a dose
letal de L. monocytogenes, ja que todos eles morreram até o 4° dia. O pré-
tratamento com o CV protegeu 50% dos animais que foram apenas inoculados
com a bactéria e 20% dos animais que foram estressados previamente a

inoculagao.

O estresse diminuiu a porcentagem e o indice de fagocitose de neutréfilos
circulantes e aumentou o burst oxidativo induzido pela fagocitose nos grupos
submetidos ao estresse por choque inescapavel e testemunha desse choque.
Ja a aplicacdo do choque escapavel causou um aumento significativo na
porcentagem e no indice de fagocitose enquanto que o burst permaneceu

constante.

O pré-tratamento com CV preveniu a diminuigdo da porcentagem e do indice
de fagocitose dos neutréfilos circulantes, e manteve o burst oxidativo elevado
nos grupos submetidos ao estresse fisico por choque inescapavel e
psicogénico. A CV também impediu 0 aumento na porcentagem e no indice de

fagocitose dos animais submetidos ao choque escapavel.
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Estes resultados em seu conjunto mostram que os estressores fisico (por choque
inescapavel) e psicogénico afetam o sistema imune desde a fase inicial de proliferagéo
das células até a atividade funcional de neutréfilos maduros. Mostramos, também, que o
tratamento com CV protegeu o organismo dos efeitos destes estressores sobre os
parametros analisados nos animais infectados pela LM. Finalmente, mostramos que a
possibilidade de evitar o estressor € um fator relevante para os efeitos sobre o sistema

imune.
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Anexo

Figura 1: Efeitos do pré-tratamento por 5 dias consecutivos de C. vulgaris (CV-
200mg/Kg/dia) sobre o numero de colénias de granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) da
medula 6ssea (CFU-GM/fémur x10%) em ratos submetidos ou ndo aos estressores por
choque fisico (inescapavel -Cl e escapavel -CE), e ao estressor psicogénico (testemunha
do choque inescapavel - T).

[Gupos!  [CFU-GM (x10%

C 7+15
cv 7+1,3
ol 38+2*
clcv 6,8+ 1

CE 58+ 1,1
CE/CV 741

T 4+1,4*
TICV 6,9+ 1,5

1 C - controle, ClI - estresse fisico por choque Inescapavel, CI/CV - estresse fisico por
choque inescapavel apos o tratamento com C. vulgaris, CE — estresse fisico por choque
escapavel, CE/CV - estresse fisico por choque escapavel apdés o tratamento com C.
vulgaris, T- estresse psicogénico, T/CV - estresse psicogénico apds o tratamento com C.
vulgaris. - One way ANOVA seguido Tukey/Krammer.

* P<0.05 com relagao aos demais grupos.
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Figura 2: Efeito do pré-tratamento por 5 dias consecutivos com C. vulgaris (CV-
200mg/Kg/dia) sobre o numero de colbnias de granuldcitos e macrofagos (CFU-GM) da
medula éssea de ratos, 24, 48 e 72 horas apos a infecgdo com dose sub-letal da L.
monocytogenes (LM - 7,8x10°).

| Gupos * | CFU-GM (x10%) |
C 7+18

cv 7+1,4

LM 24h 6+1,4

CV + LM 24h 6,6 +0,6

LM 48h 3,1+1,4*

CV + LM 48h 6,7+ 14

LM 72h 42 +15*

CV + LM 72h 6,2+1,7

! C — controle, CV- tratamento com Chlorella vulgaris, LM 24h- infecgdo com a bactéria
Listeria monocytogenes e avaliagdo dos numeros de CFU-GM 24h apds a infecgao,
CV+LM 24h- infecgdo com L. monocytogenes de animais tratados C. vulgaris e avaliagao
do CFU-GM 24h apdés a infeccdo, LM 48h- infeccdo com a bactéria Listeria
monocytogenes e avaliagdo dos numeros de CFU-GM apés 48h apos a infecgéo, CV+LM
48h- infecgdo com L. monocytogenes de animais tratados C. vulgaris e avaliagdo do CFU-
GM 48h apds a infecgao, LM 72h- infecgdo com a bactéria Listeria monocytogenes e
avaliagdo dos numeros de CFU-GM 72h apds a infecgdo, CV+LM 72h- infecgdo com L.
monocytogenes de animais tratados C. vulgaris e avaliagdo do CFU-GM 72h apds a
infecgdo. One way ANOVA seguido Tukey/Krammer.

* P<0,05 com relagdo aos demais grupos.
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Tabela 3: Efeitos do pré-tratamento com C. vulgaris (200mg/Kg/dia) por 5 dias
consecutivos sobre o numero de colbnias de granulécitos e macrofagos (CFU-GM) na
medula 6ssea de ratos submetidos ao estressor fisico por choque inescapavel (Cl) e
infectados com dose subletal de L. monocytogenes (LM - 7,8x10%) 24 h apés o término do
tratamento com C. vulgaris (CV). O numero de CFU-GM foi determinado 24, 48 e 72
horas apds a inoculacao da bactéria, que foi realizada duas horas apds a aplicacdo dos
choques inescapaveis.

Grupos® CFU-GM (x 10%
C 7+0,8
cv 7+14
Cl 3+1*
CV+ClI 6,8+ 1
LM 24h 58+15
CV+LM 24h 7,1+2
CI+LM 24h 28+0,5*
CV+CI+LM 24h 7+1
LM 48 h 34+08"*
CV+LM 48h 6,7+0,7
CI+LM 48h 26+14*
CV+CI+LM 48h 6,5+1
LM 72h 49+18+
CV+ LM 72h 7+1,6
CI+LM 72h 29+12*
CV+CI+LM 72h 6,7+14

' C- controle, CV- Chlorella vulgaris, Cl- estresse fisico por choque inescapavel, CV+Cl-
estresse fisico por choque inescapavel apdés o tratamento com C. vulgaris, LM 24h-
infecgdo com a bactéria Listeria monocytogenes e avaliagdo dos numeros de CFU-GM
apos 24h da infecgdo, CV+LM 24h- infecgdo com L. monocytogenes de animais tratados
C. vulgaris e avaliagdo do CFU-GM 24h apds a infecgdo, CI+LM 24h- aplicagdo do
estresse fisico por choque inescapavel, inoculagdo da L. monocytogenes e avaliagdo do
CFU-GM 24h apo6s a infecgdo, CV+CI+LM 24h- aplicagdo do estresse fisico por choque
inescapavel, inoculagdo da L. monocytogenes de animais tratados C. vulgaris e avaliagao
do CFU-GM 24h apés a infeccdo. Animais submetidos aos mesmos procedimentos acima
descritos foram avaliados nas 48h e 72h apds a infec¢do com L. monocytogenes. One
way ANOVA seguido Tukey/Krammer.

* P<0,05 com relagao aos demais grupos, inclusive +

+ P<0,05 com relagdo aos demais grupos, inclusive *
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Tabela 4: Efeitos do pré-tratamento com C. vulgaris (200mg/Kg/dia) por 5 dias
consecutivos sobre o numero de colbnias de granulécitos e macrofagos (CFU-GM) na
medula 6ssea de ratos submetidos ao estressor psicogénico (T) e infectados com dose
subletal de L. monocytogenes (LM - 7,8x10%) 24 h apds o término do tratamento com C.
vulgaris (CV). O numero de CFU-GM foi determinado 24, 48 e 72 horas ap6s a inoculagéo
da bactéria, que foi realizada duas horas apoés a aplicacdo dos choques inescapaveis.

Grupos? CFU-GM (x 10%
C 7+0,8
cv 7+£1,2
T 36+£1°
CV+T 6,9+ 1
LM 24h 6,5+15
CV+LM 24h 71+18
T+LM 24h 3,2+05*
CV+T+LM 24h 7+1
LM 48 h 34+08"*
CV+LM 48h 6,7 +0,7
T+LM 48h 3+x1*
CV+T+LM 48h 6,8+ 1
LM 72h 49+1,7+
CV+ LM 72h 7+1,6
T+LM 72h 34+1"
CV+T+LM 72h 65+14

' C- controle, CV- Chlorella vulgaris, T- estresse psicogénico (grupo de animais que
testemunharam aqueles submetidos aos choques inescapéveis), CV+T- estresse
psicogéncico apos o tratamento com C. vulgaris, LM 24h- infeccdo com a bactéria Listeria
monocytogenes e avaliagao dos numeros de CFU-GM 24h apds a infecgdo, CV+LM 24h-
infecgdo com L. monocytogenes de animais tratados C. vulgaris e avaliagdo do CFU-GM
24h apos a infecgdo, T+LM 24h- aplicagdo do estresse psicogénico, inoculagao da L.
monocytogenes e avaliagdo do CFU-GM 24h apds a infecgdo, CV+T+LM 24h- aplicagao
do estresse psicogénico, inoculagao da L. monocytogenes de animais tratados C. vulgaris
e avaliacdo do CFU-GM 24h apds a infeccdo. Animais submetidos aos mesmos
procedimentos acima descritos foram avaliados nas 48h e 72h apés a infecgdo com L.
monocytogenes. One way ANOVA seguido Tukey/Krammer.

* P<0,05 com relagao aos demais grupos, inclusive +

+ P<0,05 com relagdo aos demais grupos, inclusive *
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Tabela 5: Efeitos do pré-tratamento com C. vulgaris (200mg/Kg/dia) por 5 dias
consecutivos sobre o numero de colbnias de granulécitos e macrofagos (CFU-GM) na
medula éssea de ratos submetidos ao estressor fisico por choque escapavel (CE) e
infectados com dose subletal de L. monocytogenes (LM - 7,8x10°) 24 h apés o término do
tratamento com C. vulgaris (CV). O nimero de CFU-GM foi determinado 24, 48 e 72
horas apds a inoculagao da bactéria, que foi realizada duas horas apds a aplicacdo dos
choques inescapaveis.

Grupos® CFU-GM (x 10%
C 7+0,8
Ccv 7+1,4
CE 6,2 +1
CV+CE 6,8 +1
LM 24h 6,5+1,5
CV+LM 24h 7,1+2
CE+LM 24h 6,4+0,6
CV+CE+LM 24h 7+0,8
LM 48 h 34+£09"*
CV+LM 48h 6,9+0,5
CE+LM 48h 32+1,1*
CV+CE+LM 48h 6,8 +£1
LM 72h 49+18+
CV+ LM 72h 7+1,4
CE+LM 72h 46+11*
CV+CE+LM 72h 6,5+ 1

' C- controle, CV- Chlorella vulgaris, CE- estresse fisico por choque escapavel, CV+CE-
estresse fisico por choque escapavel apds o tratamento com C. vulgaris, LM 24h-
infecgdo com a bactéria Listeria monocytogenes e avaliagdo dos numeros de CFU-GM
apos 24h da infecgdo, CV+LM 24h- infecgdo com L. monocytogenes de animais tratados
C. vulgaris e avaliagdo do CFU-GM 24h apds a infeccdo, CE+LM 24h- aplicagdo do
estresse fisico por choque escapavel, inoculacdo da L. monocytogenes e avaliagdo do
CFU-GM 24h ap6s a infecgao, CV+CE+LM 24h- aplicagao do estresse fisico por choque
escapavel, inoculagdo da L. monocytogenes de animais tratados C. vulgaris e avaliagao
do CFU-GM 24h apés a infeccdo. Animais submetidos aos mesmos procedimentos acima
descritos foram avaliados nas 48h e 72h apds a infecgao com L. monocytogenes. One
way ANOVA seguido Tukey/Krammer.

* P<0,05 com relagao aos demais grupos, inclusive +

+ P<0,05 com relagdo aos demais grupos, inclusive *
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