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RESUMO

A doenca do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) é iacipal complicacdo do
transplante de células tronco hematopoiéticas (Thifando o sucesso desta terapia e
ocorre quando linfocitos do doador (presentes réslas enxertadas) sédo ativados em
resposta a antigenos do individuo receptor (dersmpinhospedeiro). Uma cascata
inflamatoria que envolve a producdo de citocinaguaniocinas e resulta na expressao
aumentada de moléculas do complexo de histoconijtide principal (MHC) e moléculas
coestimulatorias nas células apresentadoras dgeant (APCs), também esta envolvida na
patogénese da GVHD. Subsequentemente ao transptaéhtéas T do doador sdo ativadas
através do reconhecimento de aloantigenos do heispeel se diferenciam em células T
efetoras que migram para os 6rgaos alvo da doesratam outros leucécitos e aumentam a
resposta inflamatoria local e sistémica. Esta sdanflamacao € responsavel pela destruicdo
dos érgaos alvo da GVHD, principalmente do intesérdo figado, que pode culminar com a
morte do hospedeiro. Entretanto, os linfécitos dsadtivados sdo importantes para a
eliminacdo da doenca remanescente, reacdo den@miaggosta do enxerto versus tumor
(GVT). Por isso, torna-se relevante o desenvolvimee terapias que reduzam a GVHD sem
interferir na GVT.Lithothamnion muelleriLM), uma alga marinha vermelha, e extratos
minerais obtidos de algas do générthothamnion,foram capazes de reduzir a inflamacao
associada a poélipos gastrointestinais e lesao ihapa#lém disso, estudos revelaram que
algas da mesma classe que LM apresentam propreedadiinflamatorias, antitumoral e
atividade imunomodulatéria. Nesse contexto, o mteseestudo avaliou os efeitos do
tratamento com a algathothamnion muellema patogénese da GVHD aguda, utilizando um
modelo de transplante semi-alogénico, através dgadode esplendcitos de camundongos
WT para camundongos B6D2F1 previamente irradiatlbs.nas concentracdes de 0,1%,
0,3% e 1% foi oferecida na dieta do grupo denonunad um dia antes do transplante e
mantida até o final dos experimentos. Para pregasta dieta, foram misturados 100 g de
racao triturada com LM nas concentragfes a serstadiEs (0,1%, 0,3% ou 1% de LM) em
60 ml de agua filtrada. ApOs a realizacao destemxgento de dose resposta, o grupo LM foi
tratado com LM na concentracdo de 1% (melhor destada) em todos 0s experimentos
subsequentes. O grupo GVHD recebeu apenas a régéada misturada em agua filtrada (a
cada 100 g de racao foram adicionados 60 ml de filtraala). O tratamento com a fracéo
polissacaridica (FP) da alga também foi realizaal@ @nalise do recrutamento celular por
microscopia intravital: os camundongos foram trasagdor via endovenosa com uma Unica
dose de 200 pl de veiculo (PBS-5% etanol) ou FP (hg/kg em PBS-5% etanol), 30
minutos antes do experimento. Camundongos tratades LM mostraram reduzida
mortalidade e sinais clinicos da doenca quando amadps a camundongos nao tratados.
Estes resultados foram associados & menor lesémgdes alvo, diminuigdo na producgdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (CCL3NH, TNF-u, CCL2 e CCL5), reducéo do
recrutamento de leucocitos e menor translocacaterdeta do intestino, figado e sangue.
Além disso, animais tratados com LM ndo apresemtaakieracdo nos niveis de creatinina
plasmatica sugerindo preservacdo da funcéo reaptesentaram menores niveis de f-bl-
CCL2 cerebrais. Observamos ainda que o tratamemold ndo alterou o efeito benéfico
do enxerto-versus-tumor. Em conclusao, LM se dastamo nova candidata com potencial
aplicacao terapéutica no tratamento da GVHD.
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ABSTRACT

Graft-versus-host disease (GVHD) is the greatestptication limiting the clinical
utility of allogeneic hematopoietic stem cell tratentation (HSCT), in which lymphocytes of
donors (graft) are activated in response to hosgem An inflammatory cascade involving
cytokine/chemokine production resulting in enhanergression of major histocompatibility
complex (MHC) and costimulatory molecules on tissurtigen-presenting cells (APCs) is
also involved in the GVHD pathogenesis. Subsequetatl the transplant donor T cells
become activated through recognition of host aligens and differentiate into effector T
cells that migrate to target organs, recruit otleeilkocytes and lead to local and systemic
inflammation. Lithothamnion mueller(LM) is a marine red algae with anti-inflammatory
properties. Moreover, mineral-rich extracts obtdifrem LM have been shown to reduce the
inflammation associated to gastrointestinal polgpd studies revealed that polysaccharides
from alga from same class as the LM have antiinfteatory properties, antitumor and
immunomodulatory activity. The present study eviddathe effects of treatment with the
algaeLithothamnion muellerin the pathogenesis of acute graft-versus-hostdis (GVHD),
using a model of adoptive transfer of splenocytesfWT to B6D2F1 mice. The engraftment
process may also cause a graft versus tumor respamsh is useful for controlling residual
malignant diseases, eliminating tumor cells. Tfoees therapies that reduce GVHD without
interfering in GVT are important. Mice treated witlM showed reduced mortality and
clinical signs of disease when compared to untdeateee. These findings were associated
with lower target organ damage, decreased producifopro-inflammatory cytokines and
chemokines (CCL-3, IFN; TNF-u, CCL-2 and CCL-5), reduction of leucocyte recrugtm
and lower bacterial translocation into the intestiiver and blood. Moreover, animals treated
with LM showed no change in plasma creatinine kevsluggesting preservation of renal
function) and decreased levels of IFNand CCL-2 in brain. We also observed that the
treatment with LM did not alter the beneficial eff@f graft-versus-tumor. In conclusion, LM
appears as a new candidate with potential therapapplication in the treatment of GVHD.
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1) INTRODUCAO

Doenca do enxerto versus hospedeiro our&t-versus-Host Disease (GVHD)

O transplante alogénico de células tronco hemaétipas € uma terapia comumente
utilizada no tratamento de doencas hematoldgiaa@oehematoldgicas, imunodeficiéncias e
tumores sélidos (Krenger, 1997., Ferrara e col092 Pasquini, 2010). A principal
complicacéo relacionada a esta terapia é a doemganxierto-versus-hospedeiro ou graft-
versus-host disease (GVHD), uma desordem imunaogice causa alta morbidade e €
responsavel pela morte de 15 a 40% dos pacientesegebem transplantes hematologicos

(Ferrara e cols., 2009; Pasquini, 2010).

A GVHD ocorre quando os linfocitos T contidos nansplante reconhecem
disparidades antigénicas entre o doador e o recéBall e cols., 2008), ocasionando a
resposta dessas células alogénicas a diferentg@gesbecgpmo a pele, figado e intestino, sendo
estes 6rgdos denominados como 6rgéos alvo da d@@okar e cols., 2001; Ferrara e cols.,
2009; Robb & Hill, 2012). O rim e o cérebro sdo l&@m outros érgdos que podem ser

afetados pela GVHD (Siegal e cols., 2007; Abboudls., 2012).

A GVHD pode ser definida em aguda e crénica (WilN&nn, 2006; Ferrara e cols.,
2007). A GVHD aguda ocorre até 100 dias apos csplante, sendo mais comum a sua
ocorréncia no periodo de duas a seis semanas dpssplante e caracteriza-se por morte de
células epiteliais do trato gastrointestinal, dee gedo figado. As lesdes nestes 6rgaos trazem
manifestacdes clinicas como exantema, hemorragidrato gastrointestinal, diarréia e
ictericia (Will e Wynn, 2006, Ferrara e cols., 20@hlomchik, 2007). Ja a GVHD crbnica

ocorre apés 100 dias de transplante e é semelaama doenca auto-imune. E caracterizada
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por fibrose e atrofia dos 6rgdos alvo, podendo fitanitambém os pulmdes (Shlomchik,

2007).

O desenvolvimento e a gravidade da GVHD em receptde transplantes dependem
de diferentes fatores, o que torna complexa aogiimldesta doenca. Dos fatores etiologicos
relacionados ao doador e ao receptor, 0 mais i@t a diferenca entre os antigenos de
histocompatibilidade maior e menor — HLA e miH&Quanto maior for o grau de
compatibilidade entre o doador e o receptor mermwrigco de desenvolver GVHD (Ferrara e
cols, 2005; Ferrara e cols., 2007). A diferenca de saoe doador e receptor é também um
fator que pode ser considerado devido as diferesngtas o complexo de histocompatibilidade
menor entre 0 homem e a mulher (Ferrara e col85)2@ idade do receptor é outra variavel
importante, sendo que individuos mais velhos ténommsco de desenvolvimento da doenca
(cerca de 20% dos individuos de até 20 anos sutbmseti transplante de medula éssea
experimentam GVHD aguda e individuos com mais dea®@s tém 80% de chance de
desenvolvé-la) (Ferrara e cQl2005; Ferrara e cols., 2007; Blazar e cols., 20Q02kgime de
condicionamento do paciente para o transplantegnée fdo enxerto hematopoiético e a
profilaxia utilizada antes do transplante tambéndgmo favorecer a ocorréncia da GVHD
(Ferrara e cols., 2005; Blazar e cols., 2012). g@dme de condicionamento leva a lesédo dos
orgéos alvo e liberacao de citocinas pro-inflamasdque desempenham papel importante no
desencadeamento da GVHD (Jaksch & Mattsson, 20@pah e cols., 2006; Choi e cols.,
2010; Kittan & Hildelbrandt, 2010; Blazar e col2012). Quanto a fonte do enxerto
hematopoiético, células derivadas do cordao unalbilque sdo imaturas e menos funcionais,
estdo associadas a um menor desenvolvimento GVHQueocélulas tronco do sangue

(Ferrara e cols2005; Blazar e cols., 2012).
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A profilaxia da GVHD, que consiste geralmente naniadstracdo endovenosa de
ciclosporina A associada ou ndo ao metrotexatpre@nisona (drogas imunossupressoras) no
dia anterior ao transplante e mantida por até speambéem tem influéncia no risco para o
desenvolvimento da GVHD. Baixas doses destes insuiposssores associa-se a maior
incidéncia da GVHD, uma vez que a auséncia de w@aanhento agressivo permite o
aparecimento de sintomas brandos da doencaogieenpprogredir consequentemente para a
sua forma grave (Devergie & Janin, 1999; Blazeols., 2012).

O desenvolvimento da GVHD aguda pode ser dividioiotes diferentes fases. Na
fase inicial, o regime de condicionamento, realizaatravés da quimioterapia e/ou
radioterapia com o objetivo de imunossuprimir cepgor, eliminar células tumorais e evitar a
rejeicdo do enxerto, causa destruicdo tecidualacgio de células apresentadoras de antigeno
(Mapara e cols., 2006). Uma vez ativadas, estagaséhumentam a expressédo de moléculas
do complexo de histocompatibilidade maior e molkéswdo-estimulatérias potencializando a
sua funcéo imunologica (Serody e cols., 2000; Jaksklattsson, 2005, Ferrara e cols, 2009;
Blazar e cols., 2012). Outras células do sistemma@rinato sdo também ativadas através da
translocacdo de bactérias a partir do intestinadiegexposicdo ao lipopolissacarideo ou
LPS), por padrbes moleculares associados a patdgeAdIPs) e também por quimiocinas, o
que contribui para um maior dano tecidual e grdifm@acdo de citocinas, caracterizando a
primeira fase da doenca (Hill e cols., 1997; Coek®ls., 2001; Murai e cols., 2003; Blazar e
cols., 2012). A segunda fase da GVHD ou fase dagip se inicia subsequentemente ao
transplante, quando ocorre a interacdo das céluthsmdas com as células apresentadoras de
antigenos do hospedeiro, promovendo uma liberagdda amaior de citocinas que
intensificam a apresentacdo de antigenos, levaativagdo e diferenciacdo das células T em
células T citotdxicas efetoras (Jaksch & Matts895; Blazar e cols., 2012). Na fase final,

conhecida como fase efetora, estas células T avatiizam de mecanismos mediados por
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perforinas, granzimas e Fas (molécula indutorapdptase) e liberam uma grande quantidade
de mediadores inflamatérios que agem principalmeateecrutamento de leucécitos para os
orgaos alvo, podendo levar o paciente a morte tascsejam utilizadas terapias eficazes de
controle para reduzir a intensa resposta inflareatggrada (Figura 1) (Serody e cols., 2000;
Wysocki e cols., 2005; Blazar e cols., 2012).

Apesar das lesdes da GVHD acometerem todos os&al@m da doenca, evidéncias
clinicas e experimentais sugerem que o trato gastsbinal € o principal érgéo relacionado a
fisiopatologia da GVHD, participando da amplificagda doenca a nivel sistémico (Hill &
Ferrara, 2000). Lipopolissacarideo € um constieunts bactérias da microbiota intestinal
com papel importante na patogénese da GVHD, umajuezé um potente estimulador da
producdo de citocinas inflamatdrias, como T&FIL-1 e IL-12 que sao importantes
mediadores da GVHD clinica e experimental, alémcaeasar a ativacdo de macrofagos,
células que contribuem na fisiopatologia da dodhtjth & Ferrara, 2000). O LPS pode ser
detectado no figado de camundongos com GVHD armhrti2° dia apds o transplante e um
pouco mais tarde no sangue, periodo em que o amamaéca a sucumbir a doenca. A
translocacao de endotoxina entérica para a cir@alaistémica leva a sepse e é causada por
lesbes que comprometem a barreira formada pelatasélo epitélio intestinal (Ellison e
cols., 2003). A sepse € uma das principais causanalte de pacientes que desenvolvem
GVHD e por isso, antibioticos que eliminam bacrgram-negativas e outros agentes
capazes de modificar a microbiota intestinal vémdeeutilizados no tratamento da doenca

(Jones e cols.1971; Beelen e cols.1992; BeeletseX@99; Irani e cols. 2008).

18



Fase de Ativacao

Ativacao de
AFCs e células
imuneas inatas

- Q%JJ%E Fase Efetora
> S

AFC hospedeira

Celulas T CD4+
ativadas

¥

Fase Inicial e B (@
P o 2 Dl / ANl

Regimede Dano : - CI 4 GVHD aguda
condicionaments: |~ tecidual _' APC doador : = 1L Dano nos &raaoes
guimicterapia ou { | cesdopds > "-\\_‘—' “ ™ alvopele, pulmao,
radiacéo Bactérias J Produgin figado e intestino

comensals exacerbadade

APCsnEc S | CitOCINGS IF M-,

- TNF, L1, IL-2, 116, 3
hematopoisticas doador —| L1230 L, @
% P BT 1

S~

Macréfago
—_—

<

Meutrdfilo

Celula MK

Figura 1. Cascata geral da GVHD agudaDiferentes fases da doenca uou ernixerw-versus-
hospedeiro podem ser observadas. A fase inicial amacterizada pelo regime de
condicionamento que gera a lesao tecidual iniBiakteriormente, na segunda fase da doenca
ou fase de ativacdo, ocorre 0 recrutamento deasthlh sistema imune inato, ativacdo de
células T e liberacdo de quimiocinas e citocinas.fé&¢e final ou fase efetora, as células T
ativadas se diferenciam em linfocitos T citotoxicpe liberam mediadores inflamatérios e
provocam o recrutamento de leucécitos para os érg@o da doenca, perpetuando a resposta

inflamatoria (modificada de Blazar e cols., 2012).

Apesar dos efeitos prejudiciais relacionados aosspimune exacerbada que ocorre
na GVHD, células ativadas do doador sédo essenudaies a eliminacdo de células tumorais
remanescentes da quimioterapia ou radioterapiasi@m@ndo uma resposta benéfica
denominada de resposta do enxerto-versus-tumorraftrvgrsus-tumor (GVT) (Weiden e
cols. 1979, Horowitz e cols. 1990; Johnson e ct#96). Desde a década de 80, modelos

animais tém sido propostos para entender melharesposta (Pollard e cols., 1976). Nestes
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modelos € realizada uma injecdo de células tumaraisnesmo dia do transplante de
esplendcitos mimetizando o que ocorre em humanadgifiivski e cols. 1999; Teshima e

cols., 1999; Cooke e cols. 2001).

Modelos experimentais da GVHD

Embora existam diferencas entre a GVHD em humanasGV/HD experimental,
modelos da doenca em animais vém sendo utilizaeldeda década de 70 e séo uteis para o
entendimento dos mecanismos envolvidos na readi@ometoria associada a doenca e o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas paoaitoole da mesma (Howard & Woodruff,

1961).

Os modelos mais relevantes de GVHD aguda em camgodoenvolvem o
transplante de esplendcitos e / ou células da médsea e podem variar dependendo da dose
de irradiacdo utilizada para a ablacéo de célutasmeés do receptor. Modelos que utilizam a
irradiacéo corporal total, referidos como regimededicionamento mieloablativos, exigem a
reconstituicdo do sistema imune com a infusdo delasé precursoras da medula 0ssea
(Schroeder & DiPersio, 2011; Castor e cols., 201@&ralmente, uma dose de 5-10 X 10
células é suficiente para reconstituir a medulaeass assegurar a sobrevivéncia dos
camundongos (Schroeder & DiPersio, 2011; Castai®,2012a). Quando a medula 6ssea
nao apresenta uma reconstituicdo adequada, oqoOUROSSUPressao grave nos animais,
podendo leva-los a morte. Nos primeiros dias apdsaonsplante de medula 6ssea, 0s
camundongos apresentam uma populacdo mista daséldoador e do receptor no sangue
periférico. J& apos 7 dias do transplante, obssevama substituicdo completa das células

hematopoiéticas do receptor pelas células do da&birroeder & DiPersio, 2011; Castor e
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cols., 2012a). Quando se utiliza a irradiacdo par¢denominado de regime de
condicionamento ndo-mieloablativo) ndo € necessareconstituicdo total da medula ossea.
Apoés o transplante, os camundongos demonstram ummegsmo, onde a maioria de suas
células é proveniente do doador (Schroeder & Di@e011; Castor e cols., 2012a). Os
modelos que utilizam a irradiacéo corporal totabagda ao transplante de células da medula
0ssea e esplendcitos provocam uma doenca mais graveamundongos em comparacao aos
modelos que utilizam irradiacdo corporal parciadoagada ao transplante de esplendcitos,
uma vez que a dose de irradiacdo € proporciongjraio de dano tecidual e subsequente
producdo de citocinas observada no regime de dondimento, o que influencia no
desenvolvimento da GVHD (Schroeder & DiPersio, J0Neste trabalho, escolhemos um
dos modelos animais propostos para o estudo da Gp&iB a realizacdo da maioria dos
experimentos e consiste no transplante de esptesddbo camundongo C57BL/6 para o
B6D2F1 (que € o cruzamento da linhagem de camund@%yBL/6 com o DBA/2) (EI-
Hayek e cols., 2005; Vodanovic e cp®006; Castor e cols., 2010; Castor e cols., 2011)
segundo modelo, responsavel pelo desencadeamen@VH® mais grave foi utilizado
apenas para confirmar os efeitos da algauellerina doenca, onde foi realizado o regime de
condicionamento mieloablativo e transplante deesgitos associados a células da medula

0ssea do camundongo C57BL/6 para o B6D2F1.

Terapias utilizadas na prevencao ou tratamento da &HD

Farmacos esterdides como metilprednisolona ou @eam sdo a primeira linha de
tratamento para a GVHD, uma vez que tém amplostosfeanti-inflamatérios e
linfocitotoxicos (Westin e cols., 2011; Martin el 2012). Entretanto, pacientes com

GVHD refrataria a esterbéides apresentam alto riseanortalidade pela doenca ou de suas
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complicacbes e ndo existe um tratamento padrdo gsies pacientes. Tanto a gravidade
quanto a duracdo das manifestacoes da doenca caso de glicocorticoides devem ser
consideradas para conclusdo de que esta terapgmirdeira linha ndo esta controlando a
GVHD de forma adequada (Martin e cols., 2012). pdaw pela terapia de segunda linha deve
ser feita 0 mais rapido possivel para os paciecdas GVHD grave e é a Unica alternativa
para pacientes que nao toleram altas doses decstetioides devido a seus efeitos colaterais
como hiperglicemia, hipertensdo, osteopenia, miapainsuficiéncia renal. (Martin e cols.,
2012). Entretanto, ainda ndo existem critérios décatdes sistematicas para a escolha do
agente terapéutico secundario mais adequado @ongato da GVHD (Dignan e cols., 2012;
Martin e cols., 2012). Os estudos disponiveis sal@kcacia de agentes individuais utilizados
como segunda linha de tratamento para a doenca pefmos e contraditorios,
impossibilitando a escolha de apenas um farmaca pao em pacientes com GVHD

refratéria a esterdides (Dignan e cols., 2012).

Atualmente, farmacos como sirolimus e alemtuzurale, interferem primariamente
na funcao de células T, células apresentadorastigenos, células B, células NK e suas vias
tém sido empregadas como segunda linha para ontrata sistémico da doencga do enxerto-
versus-hospedeiro aguda (como pode ser observadabeéa 1 que expde 0s principais
farmacos utilizados atualmente para profilaxiaratemento da GVHD e seus efeitos) (Wolf
e cols., 2011; Blazar e cols., 2012; Martin e ¢@812). Outros farmacos, como infliximab e
etanercept, também sao utilizados e inibem TN#t+ seu receptor, modificando a resposta
inflamatoria (Tabela 1) (Wolf e cols., 2011; Blazarcols., 2012; Martin e cols., 2012).
Entretanto, a maior parte destas opc¢fes terapgutidaz beneficios clinicos apenas a uma
proporcao limitada de pacientes (Westin e colsl120Além disso, 0s agentes terapéuticos de

segunda linha também ndo estdo isentos de efedlase@is e podem causar citopenia,
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nefrotoxicidade, edema, hepatotoxicidade, anafilaxindo se sabe até o momento, se estas
terapias podem atenuar o efeito do enxerto-versusit (Martin e cols., 2012). Neste
contexto, a investigacdo de novas estratégiasé@etiaps tem sido o foco de muitos estudos,
porém poucos deles exploram alternativas fitoteefpipara profilaxia ou tratamento da

GVHD.

Existem evidéncias recentes que apontam que astaspoune exacerbada e suas
complicacbes podem ser atenuadas com o0 uso derdpo e compostos encontrados na
natureza (Kaminogawa e cols., 2004; Bellavite es.cd®005) incluindo algas marinhas.
Considerando a relevancia destas descobertas, osstaéntificos que explorem as

propriedades desses compostos sdo fundamentais.
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Tabela 1. Agentes terapéuticos que vém sendo utditos em estudos clinicos para
prevencao ou tratamento da GVHD e seus principaisf@tos (Modificada de Blazar e
cols., 2012).
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Algas Marinhas

As algas marinhas vém sendo exploradas economitanpsio homem desde a
antiguidade, sendo utilizadas como fonte de alimeatlubo, fertilizantes e corretivos para
solo e produtos quimicos (beta-caroteno, alginaf@ar e carragenanno) (Dias, 2000). Nas
ultimas décadas € crescente o esfor¢co de pesqeideagdo de moléculas bioativas derivadas
dessas algas devido ao potencial de aplicacdo damas no desenvolvimento de novos
farmacos a partir de suas propriedades antimianabjaantiproliferativas, antioxidantes, entre

outrag(Faukner, 2000; Blunt e cols., 2006).

Algas vermelhas (Rhodophyta)

As algas vermelhas formam um grupo com mais de rguatil espécies
predominantemente marinhas (Dias, 2000). Os pigmsefficobilina e ficoertrina sao
dominantes na maioria dos grupos sendo que o Udpnesenta cor vermelha e é responsavel
pela coloracdo que da nome ao filo. Os pigmentés-cakoteno e beta-caroteno e a
zeaxantina e luteina, além das clorofilas a erdbém s&o encontrados nos individuos desse

filo (Dias, 2000).

As principais substancias bioativas produzidasghgas vermelhas e extraidas para
estudos sdo compostos terpénicos e polifendlicaskgter, 2001; Barahona e cols., 2003;
Blunt e cols., 2006). Relata-se a extracdo de@tted bioativos deophocladiasp. (Gross e
cols., 2006), compostos alogenados com potentédadi® antibidtica (Vairappan, 2003;
Vairappan e cols., 2004), lambda-carragenanosCHendrus ocellatuscom atividades

imunomodulatérias e antitumorais (Zhou e cols. 3206ntre outros trabalhos.
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Dentre as algas vermelhas, podemos destacar as wedgemelhas calcarias que
possuem cerca de 300 a 500 espécies (Dias, 20@8psERhodophytas da familia
Hepalidaceae precipitam carbonato de célcio e dgnésao em suas paredes celulares. Na
Franca, os volumes de extracdo de algas calcagiasnsontram ao redor de 600 mil

toneladas/ano (Dias, 2000).

No Brasil foi confirmada, na década de 60, amplarréncia de depdsitos de algas
calcarias na plataforma continental do Norte e Bstel (Dias, 2000), assim como no Sudeste,

posteriormente.

Lithothamnion muedleri

Lithothamnion muellerié uma alga marinha vermelha calcaria pertencemtéla
Rhodophyta, classe Florideophyceae, ordem Corkdina familia Hapalidiaceae. Esta alga
tem em sua composicao principalmente carbonatoattdoce polissacarideos sulfatados
potencialmente bioativos (Faulkner, 2000; Blunbks.¢ 2006; Soares e cols., 2012). Alguns
estudos tém demonstrado efeitos biologicos parasatlp génerd.ithothamnion como
inibicdo da formacdo de polipos e inflamacdo ddotrgastrointestinal (Aslam, 2010);
capacidade de promover diferenciacdo em coélon deahas e modular a funcédo estromal
(Dame e cols., 2011); protecao contra lesGes prativas neoplasicas e pré-neoplasicas no
figado, inibindo a formacao de tumores hepaticadaih e cols., 2012); protecao contra leséo
hepatica induzida por Cgatravés de atividade antioxidante (Hong e coL1?, inibicdo de
NF-kB e, consequente, reducdo da expressdo géaicackbxigenase-2 (Gormam e cols.,
2012). Diante do exposto, nosso estudo investigour@priedades anti-inflamatorias da alga

L. muellerina GVHD.
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2) JUSTIFICATIVA

Estudos recentes demonstram que algas vermelhesngantes a mesma
classe ou género da aldgathothamnion muelleriapresentam propriedades anti-
inflamatadrias, antitumoral e imunomodulatoria, amdo uma resposta inflamatoria
exacerbada em oOrgdos como o intestino e o figablms @aambém de lesdes
ocasionadas pela intensa resposta inflamatorianams na doenca do enxerto-
versus-hospedeiro. Dessa forma, torna-se de gramdeesse o estudo da alga

Lithothamnion muellema patogénese da GVHD aguda em camundongos.
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3) OBJETIVOS

Este estudo teve conubjetivo geral avaliar o efeito da alglaithothamnion muelleri
no controle da resposta inflamatéria associadaeingo do enxerto-versus-hospedeiro em

camundongos.

3.1) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito do tratamento com a alga LM desenvolvimento da GVHD

aguda em camundongos.

Os parametros avaliados foram:

|. Sobrevida dos animais;

Il. Evolucdo dos aspectos clinicos da doenca.

2. Avaliar o efeito do tratamento com a alga LMresposta inflamatéria associada a

GVHD aguda em 6rgéos alvo da doenca. Os paranatatiados foram:

I. Evolucdo dos aspectos histopatoldgicos no figadmtestino de camundongos

submetidos a doenca do enxerto-versus-hospedeiro;

Il. Niveis das citocinas e quimiocinas envolvidas GVHD, através do ensaio de

ELISA no intestino, figado e cérebro dos animais;

[ll. Acimulo de células inflamatoérias nos orgaogala GVHD por meio da medicao
da atividade de enzimas especificas de macrofagasetilglicosaminidase, NAG) e

neutréfilos (mieloperoxidase, MPO);
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IV. Rolamento e adesdo de células inflamatériasimestino de camundongos

submetidos & GVHD com a frag¢do polissacaridica lgF)M ;

3. Avaliar a translocacgéo bacteriana no intesfigado e sangue.

4. Avaliar o efeito do tratamento com carbonate@leio (CaCQ) no

desenvolvimento da GVHD.

5. Avaliar a funcdo renal de camundongos submetd@3/HD através da dosagem
de creatinina sérica nos diferentes periodos dagdofase de laténcia, inicio dos

sinais e inicio da mortalidade).

6. Avaliar o efeito do tratamento com a alga LMresposta do enxerto-versus-tumor

(GVT).
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4) MATERIAL E METODOS

4.1) Animais
Foram utilizados camundongos com oito a doze sesndravida, isogénicos das
linhagens C57BL/6J e (C57BL/6J x DBA/2) F1 abrevi®bD2F1, machos, provenientes do
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de aMlirGerais. Os animais foram
acondicionados em ambiente com temperatura cod&r@aacesso livre & agua e comida. E
conveniente ressaltar que todos os procedimenfmerienxentais realizados na execucéo deste

estudo foram previamente aprovados pelo CETEA-UR&vés do protocolo 120/09.

4.2) Alga Lithothamnion muelleri

Extratos da alga marinbi#ghothamnion sp.no qual prevalece a espétie muelleri
sao atualmente comercializados pela industria Rao#lgamar LTDA (Brasil) como um
suplemento dietético (Vitalidade 50 + ®). O prodéteegistrado e aprovado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Brasi(niumero 25003.040502/97

6.2119.0001.001-1).

4.3) Inducéo da doenca do enxerto-versus-hospedeiro (G\[} aguda

4.3.1 Modelo de irradiacéo parcial

Os camundongos receptores, B6D2F1, foram irradiadbtetalmente com 4Gy de
radiacido gama, fonte de &Qutilizando irradiador Gammacell - 22@o Centro de

Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN) da @=NDois dias apos a irradiacéo eles
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receberam 3 x T0 esplendcitos dos doadores parentais, C57BL/6JWtigvenosamente
(i.v) (Figura 2). O grupo controle do transplante fealizado utilizando-se camundongos
B6D2F1 que receberam células de camundongos tamBeémd2F1l, portanto nao
desenvolveram a GVHD (transplante singénico). Rareealizacdo do transplante uma

suspensao de células foi preparada a partir de pool’“de células do baco. O baco dos
camundongos doadores foi retirado e, gentilmersmadnchado em uma placa de Petri com
um auxilio de uma peneira de Nillon em 5 mL de nRRMI incompleto gelado. Depois, as
células foram colocadas em um tubo Falcon e detasmtpor 3 minutos para retirada dos
grumos. O macerado de células mais RPMI foram ibeg@idos a 1200 rpm por 5 minutos.
Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descarad@ellet ressuspendido em 10 mL de
meio RPMI incompleto para a contagem do numeroétldas em camara de Neubauer. Esta
contagem foi realizada a fim de analisar a viahdiel e 0 nimero das células que foram
injetadas no receptor. Um total de 3 X t8lulas foram injetadas intravenosamente (i.v) nos
camundongos receptores B6D2F1. A injecdo de cétldasamundongos parentais C57BL/6J
em camundongos B6D2F1 leva ao desencadeamentoalecagéio GVHD aguda (El-Hayek

e cols., 2005; Vodanovic-Jankovic e cols., 2006st@ae cols., 2010; Castor e cols., 2011;

Castor e cols., 2012b).

4.3. 2 Modelo de irradiacéo total

Os camundongos receptores, B6D2F1, foram irradidd@mente com 8Gy de
radiacdo gama, fonte de &tilizando irradiador Gammacell - 22lyididos em uma dose
inicial de 4Gy e duas horas apds a primeira dase, segunda dose de 4 Gy, no Centro de
Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN) da W=NNo mesmo dia da irradiagéo os

camundongos receberam 3 X 1@splendcitos e 1x1@élulas da medula femoral de doadores
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parentais, C57BL/6J-WT, intravenosamente (i.v) {Fag3). O grupo controle do transplante
foi realizado utilizando-se camundongos B6D2F1 geeeberam células de camundongos
também B6D2F1, portanto ndo desenvolveram a GVHBngplante singénico). Para a
realizacdo do transplante uma suspensédo de cétilpseparada a partir de unpdol’ de
células do baco adicionadas a um “pool” de céldmsnedula 6ssea femoral. O baco dos
camundongos doadores foi retirado e processadaadeira idéntica a realizada no protocolo
de irradiacao parcial acima descrito. Para retidaa células da medula femoral, ambos os
fémures de cada camundongo foram retirados e si@g&s cortadas com lamina de bisturi,
possibilitando a inser¢cdo de uma agulha 13 x 0,88para lavagem da medula com 3 ml de
meio RPMI incompleto gelado. Depois, o liquido dbtido lavado contendo as células foi
colocado em um tubo Falcon e centrifugado a 1200ppr 5 minutos. Apos a centrifugacao,
0 sobrenadante foi descartado e o pellet ressusizeath 10 mL de meio RPMI incompleto
para a contagem do numero de células em camaraedballer, conforme a contagem
realizada também para as células do baco, citateri@mente. Um total de 3 x 10
esplendcitos + 1 x I&élulas da medula femoral foram injetadas intrasamente (i.v) nos
camundongos receptores B6D2F1, desencadeando uelarael GVHD aguda mais severa
que aquela observada no modelo de irradiacdo pafmaos 0S grupos experimentais
receberam o antibiético (ATB) ciprofloxacino diloi@m agua filtrada (70mg/L de ATB em
agua ofertada na mamadeira dos camundongos. Acagua antibiético foi trocada a cada 2
dias) por 15 dias ap6és a irradiacdo para evitangizesecundarias a imunossupressao gerada

pela ablacéo total da medula.
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Inducdo da GVHD

Modelo irradiagéo parcial

r Y Y -
@ I @i )

C57BL/6J WT 3 x 10’ células em 200uL PBS B6D2F1
injetadas i.v.

C57BL/6J X DBA/2

Dia 2 pos-irradiacédo

Figura 2. Inducdo da GVHD (modelo de irradiacdo pacial): Dois dias apés a
irradiacdo, os camundongos B6D2F1 sofreram transplde células do baco oriundas
dos doadores parentais, C57BL/6JWT. O transplamie €amundongos B6D2F1 para
B6D2F1 nao resulta em GVHD e foi definido como grapntrole.

Inducdo da GVHD

Modelo irradiagéo total

“245
C57BL/6J WT 3 x 10’ esplendcitos B6D2F1

+ C57BL/6J X DBA/2

1x10" células da medula em
200uL PBS, injetadas i.v.

Dia 0 pos-irradiacéo
Figura 3. Inducdo da GVHD (modelo de irradiacdo toal): No mesmo dia da
irradiacdo, os camundongos B6D2F1 sofreram trantplie células do baco e células da
medula éssea femoral oriundas dos doadores paetayBL/6J. O transplante entre
camundongos B6D2F1 para B6D2F1 nédo resulta em G¥H®@ definido como grupo

controle.
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4.4) Tratamentos utilizados

Os camundongos B6D2F1 que receberam esplenécit@ddBL/6J (C57BL/6J para
B6D2F1), ou seja, em que foi induzida a GVHD, fordivididos e nomeados em diferentes
grupos de acordo com o tratamento administradgoogi@VHD (animais doentes e néao
tratados), grupo LM (animais doentes e tratados eomigal. mueller), grupo CaCQ@
(animais doentes e tratados com carbonato de f@&daoupo FP (animais doentes e tratados
com Unica dose de uma fracdo polissacaridica dald). Os animais do grupo controle,

qgue néo sofreram a inducdo da GVHD, nao recebeeatmum tipo de tratamento.

LM nas concentracdes de 0,1%, 0,3% e 1% foi ofdeeaia dieta do grupo
denominado LM um dia antes do transplante e marmtidao final dos experimentos. Para
preparo desta dieta, foram misturados 100 g de raigérada com LM nas concentracdes a
serem testadas (0,1%, 0,3% ou 1% de LM) em 60 rdbda filtrada. Apés a realizacdo deste
experimento de dose resposta, 0 grupo LM foi tatedm LM na concentracdo de 1%
(melhor dose testada) em todos os experimentosegubstes. O grupo GVHD recebeu
apenas a racao triturada misturada em agua filfedada 100 g de racdo foram adicionados
60 ml de agua filtrada). O grupo Cagr@cebeu dieta contendo 0,9% de carbonato de calcio
(porcentagem de calcio encontrada na alga LM),greela de maneira idéntica a dieta do
grupo LM. A fracdo polissacaridica (FP) da algadnalisada apenas no experimento de
analise do recrutamento celular por microscopieawiial: os camundongos foram tratados
por via endovenosa com uma unica dose de 200 méidelo (PBS-5% etanol) ou FP (100

mg/kg em PBS-5% etanol), 30 minutos antes do @xpeaito.
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4.5) Avaliacao dos parametros clinicos

Apoés o transplante de esplendcitos, houve acompaatita dos parametros clinicos
da GVHD, a cada dois dias, através de uma esdalaea;lcom pontuacdo de 0 a 14 (tabela 1).
Esta escala foi criada a partir de uma adaptac@ades obtidos na literatura (Cooke e cols.,
2001; Colson e cols., 2004; Castor e cols., 20H3t@® e cols., 2011; Castor e cols. 2012b) e
avaliou a variagcdo do peso corporal; o aspectoélio gos camundongos; a descamacao da
pele, verificada na cauda, na regido anal, no Ip@vilauricular externo e no focinho; a
atividade do camundongo; a postura em flexdo doctroa ocorréncia de diarréia e a
presenca de sangue oculto nas fezes. O sangue tmwerificado através do kit diagnostico
da FECA-CULT™, de acordo com as instrucdes do fabricante. Estiessparametros foram
pontuados de zero a dois, somando um total de d#$dO aspecto do pélo (pélo arrepiado)
foi pontuado com dois pontos quando apresentotagfies ou com zero quando ndo ocorreu
alteracdo. A pontuacdo da variagdo do peso corporalividida em percentual de peso
perdido. Foi pontuado com zero o animal que nae perda de peso corporal; 0,5 se a perda
foi de até 10% do peso corporal inicial; 1,0 seeada foi entre 10 a 25%; 1,5 se a perda de
peso foi entre 25% a 50% em relacdo ao peso irecBD se a perda de peso corporal foi
acima de 50%. A postura foi graduada de acordo cognau de inclinagdo ou flexdo do
tronco. O animal ganhou zero quando né&o tinha maahaclinagéo aparente; 0,5 para uma
leve inclinacdo; 1,0 para uma inclinacdo moderadaOequando a inclinacdo se agravou,
levando o camundongo a assumir uma flexdo de trpn@ima do total com aproximacao
das patas dianteiras as traseiras. A atividadep@oituada com zero quando néo tinha
alteracdes, 0,5 quando foi observada uma apaga 19 para apatia moderada e 2,0 quando a
apatia ficou grave (letargia). As fezes dos anintambém foram avaliadas e pontuadas,
quanto a presenca de diarréia em zero (fezes seracdles), 1,0 (fezes pastosas) e 2,0 (fezes

liquidas) e quanto a presenca ou nao de sanguwaisér(cia), 1,0 (moderada quantidade de
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sangue) e 2,0 (grande quantidade de sangue). @s\@@aos clinicos foram analisados de 2

em 2 dias até o grupo GVHD atingir 100% de moréalil

Peso 0:sem perda de peso/ 0,5: perda 10% do peso crfigda
perda de 10 a 25% / 1,5: perda de 25 a 50%/ 2r@a@eima

de 50%.

Postura 0: sem inclinacdo aparente/ 0,5: inclinagdo leved: |1

inclinacdo moderada/ 2,0: inclinacdo grave.

Atividade 0: sem alteragcdo aparente/ 0,5: apatia leve/ 1patisg

moderada/ 2,0: letargia.

Textura do pélo 0: auséncia/ 2,0: presenca

(pélo arrepiado)

Integridade da 0: auséncia de lesdo / 2,0: presenca de leséo

pele

Sangue oculto na 0: auséncia / 1,0: moderada quantidade de sanguejrandg

UJ

fezes quantidade de sangue
Diarréia 0: auséncia/ 1,0: pastosa / 2,0: liquida
Total 14 pontos

Tabela 2 — Escala clinica. Adaptada a partir de dados da literatura (Cookels., 2001;
Colson e cols., 2004; Castor e cols., 2010; Castmis., 2011; Castor e cols., 2012b) para a
verificacdo dos parametros clinicos ocasionadoa pe¢do inflamatéria ocasionada pela
GVHD.
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4.6) Analise Histopatoldgica

- Confeccéo de laminas histologicas

Porcdes do intestino delgado (jejuno e ileo) edtigmram retiradas dos camundongos

dos grupos estudados nos periodos 3, 10 e 20mhaoaransplante.

Os intestinos foram retirados inteiros, lavados d@B851x, estendidos em papel de
filtro, e abertos pela borda ante-mesentérica. &gdes do jejuno e ileo foram separadas e
preparadas em forma de rocamboles (Figura 5), noefalescrito em Arantes & Nogueira
(1997). Os rocamboles foram armazenados em fotampponado (10% em PBS) por 24
horas e, em seguida, em alcool (70%) até o seegsamento. Durante 0 seu processamento
os tecidos sofreram desidratagdo, realizada at@d@§mssagens subseqientes em etanol em
diferentes concentracdes (80%, 90%, absolutoel llll— 30 minutos cada); diafanizagdo com
xilol (I e 1I-20 minutos cada) e embebidos em pamtiquida (Paraplast Sigma) | e Il — 30
minutos cada. Os tecidos foram incluidos em forroastendo parafina liquida, onde
permaneceram por 24 horas. Os blocos foram levadosicrotomo e cortes dos tecidos
(espessura de 5um) foram realizados. As laminagecdo os cortes foram entéo
desparafinizadas (xilol | e Il — 20 minutos e alcabsoluto I, Il e Ill, 90%,80%, 70% - 2
minutos em cada) e coradas com hematoxilina deiHa20 segundos) e eosina (50
segundos), (H&E). Em seguida, as laminas forasiddetadas e montadas com laminulas e
balsamo do Canad4 sintético. O figado foi retiraanazenado em formol tamponado (10%

em PBS) e foram confeccionadas laminas histolégioaforme acima descrito.
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Figura 4. Preparacdo dos intestinos para confeccate laminas histologicas em forma de
rocambole. (A) Os intestinos foram gentilmente enrolados cemjuda de um palito de
madeira comecando o rolo pela sua porgéo inici).irftestino em forma de rolo apés
imersdo em formol. (C) Visdo superior do intestera forma de rolo em aumento maior
(foto: Arantes & Nogueira,1997). D — Corte em miordo do intestino (foto: Arantes &

Nogueira, 1997).

4.7) Quantificacdo dos parametros histopatologicos da agao inflamatoria
ocasionada pela GVHD

As camadas do epitélio, da lamina prépria, da maseuda serosa da porc¢ao jejuno-
ileo dos intestinos e o figado foram analisadosmagroscépio 6ptico Olympus BX51
(Olympus, Toquio, Japdo) utilizando-se objetivas Xix e 20x. A quantificacdo dos
parametros histopatolégicos da reacdo ocasionaldaG)¥HD e demais intervencdes foi
realizada de acordo com uma adaptacdo de critétilisados por véarios autores (Thiele e
cols., 1989; Hill e cols. 1997; Colson e cols. 2004Atribuiu-se um valor numérico as

alteracOes observadas nas trés camadas dos iosesdtiracordo com 0s critérios abaixo:

Epitélio:
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0 = sem alteracgdes;

1 = alteracdes reacionais discretas;

2 = alteracdes associadas com erosao ou perdguitetura da regido das criptas ou da

superficie do epitélio;

3 = alteracOes proliferativas nucleares e hipeiplds epitélio das criptas ou epitélio de

superficie, com ou sem evidéncias de ulceracaodags células caliciformes.

Lamina Propria:

0 = aspecto normal;

1 = discreto aumento de mononucleares na laminaipro

2 = discreto a moderado aumento de células inflamaat edema e congestéo;

3 = celularidade aumentada com alargamento dasiddldes, edema e congestéao.

Muscular e Serosa:

0 = sem alteracgdes;

1 = discreto infiltrado e edema da serosa;

2 = moderado infiltrado inflamatorio da musculaeeosa, em focos;

3 = sinais de necrose isquémica e intensas alesagflamatérias da muscular e da

serosa.

Utilizando estes critérios somados, a porcao desiimo que obteve pontuacéo de 0 a 3,
apresentava-se normal, ou com alteracdes discrtasf alteracdes moderadas e 7 a 9
alteracdes acentuadas. Exemplo: epitélio (3) #narmrdpria (3) + muscular e serosa (3) =
pontuagéo final 9 — alteracdes acentuadas nassn@éguras (Figura 6). Foram examinados no
minimo trés animais por grupo, trabalhando-se conédia obtida por grupo.

No figado, atribuiu-se um valor numérico adteracbes degenerativas do
parénquima de acordo com os critérios abaixo:

0 = normal;
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1= discreto vacuolizacéo citoplasmatica e eosiiadfilcal;
2 = difusa vacuolizacdo, alteracdo da forma do tdefia, alteracdes nucleares
acentuadas;
3= necrose hepatocitaria e vacuolizacdo difus&ragifio da forma do hepatécito e
alteracdes nucleares acentuadas.
Também foi avaliado o infiltrado inflamat6rio com:
0 = nenhum ou raro;
1 = discreto infiltrado na area periportal;
2 = presenca de infiltrado discreta ou moderad@ea periportal e intralobular;
3 = presenca de infiltrado acentuado na area péalpointralobular;
Cada camundongo recebeu uma graduacdo geradaopsdad®s 2 critérios acima

gue poderia chegar a um indice maximo de 6 poRigsra 5).

Figura 5. Representacdo dos critérios avaliados @ehnalise histopatologica do intestino.

A esquerda uma foto de um intestino avaliado caaggcdo minima. A direita um intestino
avaliado com graduacdo maxima apresentando higexpla epitélio das criptas com erosdes
e ulceracdes difusas, celularidade aumentada daddpnopria que se confunde a camada
submucosa devido a destruicdo das vilosidades, &éecongestdo. As camadas muscular e

serosa apresentam sinais de necrose e intensag@dte inflamatorias.
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Figura 6. Representacdo dos critérios avaliados @elnalise histopatolégica do figado.
Em A, observamos a lamina de um figado avaliado gomduacdo minima. Em B e D,
observamos laminas com a presenca de congestagarasdnfiltrado acentuado nos vasos
da area periportal e veia centro lobular que invag®rénquima hepatico. Em C, podemos
observar a lamina de um figado com sinais de nedrepatocitaria, alteracdo da forma do

hepatdcito e alargamento dos sinusoides.

4.8) Quantificacdo de muco intestinal (coloracéo por Ado Periédico de Schiff)

Para avaliacdo da presenca de muco intestinalntestinos dos animais foram
retirados e preparados em forma de rocambole coefaiescrito no item 4.7 deste trabalho.
Os rocamboles foram armazenados em formol tampofi®@d6 em PBS) por 24 horas e, em
seguida, em alcool (70%) até o seu processamentani2 o seu processamento os tecidos

sofreram desidratacao, realizada através de passagbsequlentes em etanol em diferentes
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concentracdes (80%, 90%, absoluto I, Il e Il — 30utos cada); diafanizacdo com xilol (I e
[I-20 minutos cada) e embebidos em parafina liq@Riraplast Sigma) | e 1l — 30 minutos
cada. Os tecidos foram incluidos em formas contgradtafina liquida, onde permaneceram
por 24 horas. Os blocos foram levados ao micréteroortes dos tecidos (espessura de 5um)
foram realizados. As laminas contendo os cortemriocentdo desparafinizadas (xilol |1 e 1l —
20 minutos e alcool absoluto I, 11 e Ill, 90%,8098% - 2 minutos em cada) e coradas com
Acido periédico 0,5% (5 minutos), lavadas em &gestilada em 1 mergulho por 5 minutos
e novamente coradas com Reativo de Schiff (10 tosnou mais, até os cortes ficarem rosa
palido). Em seguida, as laminas foram desidratadasntadas com laminulas e balsamo do
Canada sintético. Apoés a coloracdo, para a andtisewuco, foram capturadas imagens de
trés campos da porcéo do intestino delgado a mhatirma microcamera. As imagens foram
analisadas com a utilizacdo do software Image rh ®aeterminacédo do volume das células
caliciformes, todos os pixels verdes foram seleos para a criacdo de uma imagem

binarizada e subseqiiente célculo da area totas@tado foi expresso emm® PAS/campo.

4.9) Quantificagédo de citocinas e quimiocinas

O intestino delgado, figado e cérebro dos aninuae retirados 3, 10 e 20 dias apos
o transplante. Os niveis de citocinas e quimiacii/eam medidos em homogenatos destes
orgaos através denzyme-linked immunosorbent asséykISA). Cem miligramas da porcéo
jejuno-ileo do intestino delgado (Umida),ldbo quadrado hepatico ou 50 miligramas de
cada lado dos hemisférios cerebrais dos animai®s grupos estudados foram
homogeneizados com PBS contendo antiprote¢zés mM PMSF, 0,1 nM benzetonio
cloridrico, 10 mM EDTA e 20 KI aprotinina A) e 0@bde Tween20. As amostras foram

centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 rpm e a @Gobrenadante foi utilizado para o
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ensaio de ELISA com diluicdo de 1:4. O enskBLISA foi realizado conforme as
instrucdes do fabricante (R&D System) e quantifacadpartir do comprimento de onda de

492nm adquirido em leitor de placas.

4.10) Quantificacédo do infiltrado de macréfagos no tecid pelo método de

atividade da n-acetilf§-D-glicosaminidase (NAG)

Uma porcdo de 100 mg do intestino delgado ou figadoessuspendida em solucao
salina 0,9% (4° C) contendo 0,15 v/v detofri X-100 (Merck). Logo em seguida, foi
homogeneizada em vortex e centrifugada a 4° ponittOtos a 1500 rpm. Os sobrenadantes
foram imediatamente recolhidos e utilizados paemgaio de NAG com diluicdo de 1:10. A
reacdo foi iniciada apds a adicdo de 100 pL doesallante recolhido apos centrifugacéo e
pela adicdo de 100 pL de p-nitrofenil-N-ac@tiD-glicosaminidina (Sigma), diluido em
tampao citrato/fosfato (4cido citrico 0,1M; N&lPO, 0,1 M; pH 4,5) na concentracéo final
de 2,24mM. A reacao se processou a 37°C por 10tosinem placas de 96 pocos. O término
da reacgéao foi dado pela adicdo de 100 puL de tamlpéoa 0,2M. (pH 10,6). As placas de
96 pocos foram lidas em leitor de E.L.I.S.A. (Emisbolecular Devices) a 405 nm. O numero
de macrofagos foi calculado a partir de uma cuadrgo da atividade de NAG expressa em
aumento de absorbéncia a partir de macrofagos osbtida cavidade peritoneal de
camundongos estimulados com tioglicolato 3% (dadms mostrados). Os resultados foram
expressos em numero relativo de macréfagos pognatia (mg) de tecido Umido. A
unidade obtida por este procedimento € expressa coamero relativo de macréfagos”

/100mg de tecido.
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4.11) Quantificacdo do infiltrado de neutrofilos no tectlo pelo método de atividade

da mieloperoxidade (MPO)

Para avaliar o acumulo de neutréfilos em o6rgdessada GVHD, foi utilizado o
método de quantificacdo da atividade de mielopdasd. Uma por¢cdo de 100mg de intestino
ou figado foi ressuspendida em solu¢do de Buffdr9 ml/100 mg) contendo NaCl 0,1M,
NagPO, 0,02M e NaEDTA 0,015M (pH 4,7 - 4° C). Logo em seguida, foimtogeneizada em
vortex e centrifugada a 4° por 10 minutos a 101@00. O sobrenadante foi desprezado e o
componente residual (pellet) ressuspendido em 1,5enNaCl 0.2% gelado e 1,5 mL de
NaCl 1.6% com glicose 5% gelada para cada 100 ntgai@o. Novamente, o sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspendido em tanmgsdatdb com HETAB a 0,5% e hRO, . As
amostras foram congeladas e descongeladas seguiga(Bevezes) em nitrogénio liquido,
submetidas novamente a centrifugacdo e os sobmeadeoletados para ensaio de MPO.
Atividade de mieloperoxidase (MPO) das amostrdsi¢dio 1:3) foi determinada através de
leitor de ELISA (450 nm) usando tetrametilbenzifh& (mM) por 5 minutos, $0, (0.5 mM
por 5 minutos) e k80, Os resultados foram expressos em namero reldéveeutrofilos por
miligrama (mg) de tecido Umido. A unidade obtida pete procedimento € expressa como

“namero relativo de neutro6filos”/100mg de tecido.

4.12) Analise do recrutamento celular através de Microsapia Intravital

Para a analise através da Microscopia Intravitatawmsundongos foram anestesiados
com uma injecao intraperitoneal de uma mistura ithzira e cetamina (essa mistura nao
causa alteracbes hemodinamicas que poderiam nitentes processos de recrutamento de
leucécitos). O camundongo anestesiado foi, ect@locado em uma placa térmica mantida a

37°C, importante para manter a temperatura corpiiveémimal estdvel. Uma inciséo foi feita
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na parede abdominal expondo cuidadosamente o rédgseptas alcas intestinais. Estes
foram abertos sobre uma superficie transparentenifiglo a passagem de luz. Um
microscopio intravital (Nikon C-SRS H550L; Japamnt uma lente objetiva de 20X foi

utilizado para examinar os microvasos intestinarseesentéricos. Uma camera digital (Nikon
DSQIMC, Japan) acoplada ao microscopio foi usada peojetar imagens a um monitor de
computador. Essas imagens foram gravadas parariposaénalise usando o programa

Imaging software (NIS ELEMENTS-NIKON).

O numero de leucdcitos rolando e aderentes form@iado apos anélise das imagens
gravadas. Leucdcitos rolando foram definidos camlolas movendo em uma velocidade
menor que aquelas de eritrocitos dentro de um rdetado vaso. O numero de células
rolando foi determinado pela contagem de célulassgralo por um determinado ponto
marcado no vaso por minuto. Um leucdcito foi coesado aderente quando permanecia
parado por pelo menos 30 segundos, e 0 numeroudécieos aderentes foi quantificado

contando o numero de células aderentes dentro dmomarimento de 100 um de vaso.

4.13) Translocacédo bacteriana

Para a verificacdo da translocacéo bacteriana, @pésrificio dos animais, injetou-se
2 ml de PBS autoclavado na cavidade peritoneal @1@o liquido recolhido foram
espalhados uniformemente em uma placa de petridde eontendo meio de cultura Muller
Hilton. Cem microlitros de sangue e 100mg de figadorado em 1ml de PBS autoclavado
também foram coletados e 100 da amostra foram espalhados uniformemente emplaca
de petri de vidro contendo meio de cultura agateviilton . O crescimento bacteriano foi
avaliado apds 24 horas de armazenamento da plaestefa a 37° através da contagem do

namero de CFU (unidade formadora de coldnia).
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4.14) Dosagem de creatinina sérica

Amostras de sangue foram coletadas 3, 10 e 2(di@s o transplante através da veia
cava abdominal dos animais sob anestesia com guetanxilazina (150 mg/kg e 10 mg/kg
respectivamente). Estas amostras foram centrifisgga@00 rpm por 15 min a@. O plasma
resultante foi congelado a -D e utilizado posteriormente para mensuracdo das
concentragcbes de creatinina através de kit enzim&propriado (Bioclin/Quibasa, Belo

Horizonte, MG, Brasil).

4.15) Avaliacao da resposta do enxerto contra o tumor (gft versus tumor ou

GVT)

Uma linhagem celular de mastocitoma murino, P812dHAmerican Type Culture
Collection, Rockville, MD), transduzida com umetor (EF&GFP) foi gentiimente
cedida por A. C. Leal e M. Bonamino (Instituto Na@l do Cancer, Rio de Janeiro, Brasil) e
mantidas em RPMI/10% FCS a 37°C, em 5%, G&VHD foi induzida utilizando o mesmo
protocolo descrito no item 4.4. Apés a inducdo danga, no dia 0 pés-transplante, dez mil
células P815 GFP + foram injetadas intravenosamant camundongos B6D2F1. Os
camundongos submetidos a doenca do enxerto-veospedieiro e ao transplante de células

tumorais, foram monitorados a cada dois dias pacbeevivéncia.

4.16) Analise Estatistica

Os resultados no texto séo apresentados como média padrao da média (£ SEM).
A diferenca estatistica entre os grupos foi deteswh pela one-way ANOVA e
complementada pelo teste Student-Newman-Keuls. ik testatistico log rank test foi
utilizado para comparar as curvas de sobrevivéngiadiferenca entre os grupos foi

considerada estatisticamente significativa quand@5.
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5) RESULTADOS

5.1) Tratamento com Lithothamnion muelleri reduz sinais clinicos e mortalidade

em camundongos submetidos a GVHD

Camundongos que receberam os esplendcitos do&laBI(/6 para B6D2F1)
desenvolveram GVHD aguda, o que foi confirmado pa0% de letalidade no vigésimo
segundo dia apos a inducdo da doenca e por umaagéa clinica igual ou maior a 7 como
pode ser observado na Figura 7. Em contrastejpogrontrole (transplante de B6D2F1 para
B6D2F1) ndo desenvolveu a doenca e apresentou Hed%obrevivéncia até o final do

experimento.

Para verificar as possiveis propriedades terag@utdal. muelleri na GVHD,
primeiramente, um experimento de dose respostadtizado. Os animais tratados com LM a
1% apresentaram uma melhora clinica associada armenda de peso e menor graduacao
clinica da doenca, comparada as outras dosesasgfadura 7). Dessa forma, a dose de 1%
foi definida como a melhor dose da LM para protegdd>VHD aguda e utilizada em todos
0S experimentos subsequentes. Para confirmar @s @daderiores, o tratamento com LM 1%
foi repetido e, novamente resultou em 60% de sol#pwia (Figura 8A) e significante
reducdo da graduacdo clinica e perda de peso &8RHC) quando comparado aos animais
submetidos & GVHD. E interessante notar que megd® @essar o tratamento com LM, no
22°dia ap0s o transplante, quando ocorreu a mert®abs os camundongos doentes e ndo
tratados, os camundongos do grupo tratados cogad.ithothamnion muellermantiveram-
se vivos (60% de sobrevivéncia) até o 40° dia parssplante, quando foram sacrificados

(Figura 8A).
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Para confirmar os efeitos do tratamento darmuellerina GVHD nos testamos esta
alga num modelo mais grave da doenca, induzidata pa irradiacdo total e consequente
ablacdo completa da medula 6ssea dos camundorggaees. O tratamento com LM neste
modelo de GVHD também apresentou efetiva protec&modstrada pela mesma
porcentagem de sobrevivéncia dos animais trataol@sadelo de irradiacdo parcial, além de
menor graduacdo clinica e menor perda de pesoréiga, B e C, respectivamente)

comparado ao grupo nao tratado.

E importante destacar que animais que n&o forammetidos a inducdo da GVHD e
tratados com LM (Grupo Controle LM) mostraram a m&gporcentagem de sobrevivéncia
(Figura 8A), graduacao clinica (Figura 8B) e gadb@eso (Figura 8C) dos animais do grupo
controle, ndo expostos a doenca e que ndo receheealhum tratamento. Estes dados
indicam que o tratamento com a albga muelleri sozinho ndo modifica os parametros

analisados.
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Figura 7. Tratamento com LM protege camundongos sametidos a GVHD de maneira
dose dependente.GVHD foi induzida pela transferéncia de esplenéciie camundongos
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doadores semialogénicos C57BL/6J-WT para camundomifiD2F1. Camundongos que
receberam esplendcitos de camundongos singénicdD2f@ para B6D2F1) nao
desenvolveram a doenca e foram denominados conpo @antrole. LM nas concentracdes
de 0,1%, 0,3% e 1%bi oferecida na dieta de camundongos WT um diasadtb transplante e
mantida até o final do experimento. Apos induc@ GVHD, os camundongos foram
monitorados a cada 2 dias para sobrevivéncia (@9tréncia dos sinais clinicos da GVHD
(B) e controle do peso corporal (C). Os resultezias apresentados como média + SEM e os
grupos representados como se segue: Grupo Corates); Grupo GVHD (m, n=7), Grupo

LM 0,1% (%, n=7), Grupo LM 0,3%s(, n=7), Grupo LM 1% ¥, n=7). * e #P < 0.05 quando
comparados ao Grupo Controle e Grupo GVHD, resgaunte.
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Figura 8. Tratamento com LM protege da GVHD.GVHD foi induzida pela transferéncia
de esplenécitos de camundongos doadores semiatogédb7BL/6J-WT para camundongos
B6D2F1. Camundongos que receberam esplendcitosrdantiongos singénicos (B6D2F1
para B6D2F1) ndo desenvolveram a doenca e foramnmideados como grupo Controle (ndo
tratado) e grupo Controle LM (tratados, ndo subsostia GVHD). LM na concentracéo de
1% foi oferecida na dieta de camundongos WT um diasadb transplante e mantida até o
final do experimento. Apés inducédo da GVHD, os gadongos foram monitorados a cada 2
dias para sobrevivéncia (A), ocorréncia dos sinlmscos da GVHD (B) e controle do peso
corporal (C). Os resultados sdo apresentados co@aiamt sem e 0S grupos representados
como se segue: Grupo Controke (=6); Grupo Controle LM (o, n=6); Grupo GVHD (m,
n=7), Grupo LM 1% ¥, n=7). * e #P < 0.05 quando comparados ao Grupir@le e Grupo

GVHD, respectivamente.
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Figura 9. Tratamento com LM protege os camundongoem um modelo mais grave de
GVHD. GVHD foi induzida pela transferéncia de 3%¥splendcitos adicionados de 110
células da medula 6ssea de camundongos doadoresloggmicos C57BL/6J-WT para
camundongos B6D2F1, irradiados com dose letal pdeplecdo da medula O6ssea.
Camundongos que receberam esplendcitos + céluldalanes de camundongos singénicos
(B6D2F1 para B6D2F1) nao desenvolveram a doengaraenf denominados como grupo
Controle. LM na concentracdo de 1% oferecida na dieta de camundongos WT um dia
antes do transplante e mantida até o final do @rpeto. Apos inducdo da GVHD, os
camundongos foram monitorados a cada 2 dias paraweéncia (A), ocorréncia dos sinais
clinicos da GVHD (B) e controle do peso corporal. @s resultados sdo apresentados como
meédia + sem e 0s grupos representados como se: gy Controle €, n=6); Grupo
GVHD (m, n=7), Grupo LM ¥, n=7). * e #P < 0.05 quando comparados ao Gruptr@le e
Grupo GVHD, respectivamente.

Considerando os resultados acima, hipotetizamos agueelhora observada nos
animais submetidos a GVHD e tratados com a hlgauelleri poderia estar relacionada a
protecdo de orgaos alvo da doenca, como o intestinofigado, 0 que nos conduziu aos

NOSSOS proximos experimentos.

5.2) Tratamento comLithothamnion muelleri reduz leséo intestinal e hepatica em

camundongos submetidos a GVHD

Seccdes do intestino e figado foram avaliadas 3¢ HD dias apos o transplante
(correspondentes a fase de laténcia, inicio dosissire inicio da mortalidade,
respectivamente). No intestino, mudancas morfo&ggignificativas foram detectadas no dia
3 e aumentaram progressivamente com o desenvoligrdardoenca no grupo GVHD. No 3°
dia, foram observados no grupo GVHD, edema modeeadongestdo da lamina prépria.

Houve também aumento no nimero de células inflamastéassociado a areas focais de
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alargamento das vilosidades. Na camada corresptédemuscular e serosa, foi encontrado
um infiltrado inflamatério local moderado no gru&¥HD. Neste mesmo periodo, no grupo
tratado com LM, foi observado apenas leve edemase&eto infiltrado inflamatorio no

intestino (Figura 10A).

No 10° dia apds a inducdo da doenca do enxertas4rsspedeiro, foram observadas
mudancas nos nucleos das células epiteliais eptgséa de criptas e da superficie epitelial.
Areas de ulceracdo e um importante aumento deaséinflamatorias foram encontrados na
lamina propria. Ocorreu ainda o0 alargamento dassidbdes com edema e congestdo. Na
camada muscular e serosa, houve a presenca dsarnidittrado inflamatério. Neste estagio
da GVHD, o tratamento comh. muelleri ndo modificou os parametros analisados em
comparacao com o grupo GVHD, resultando em umdaimiaduacéo histopatoldgica para

ambos (Figura 10B).

No 20° dia ap6s o transplante, ocorreu perda padaaarquitetura do 6rgao,
celularidade aumentada, edema e congestdo noinote animais submetidos a GVHD e
nao tratados. Foram observadas ainda mudancasedatiess graves e ulceracdo da mucosa,
com areas focais de necrose na camada musculaosa g€igura 11A e D). O tratamento
com LM causou uma significante melhora na gradu&gstopatoldgica e na preservagédo da
arquitetura do 6rgdo, com raras erosdes supesficiaimucosa. Observou-se ainda menor
infiltrado inflamatorio e edema na lamina propigam preservacdo da camada muscular e

serosa (Figura 11A e E).

Visto que o intestino de animais tratados darmuellerié protegido do dano tecidual
causado pela GVHD, realizamos posteriormente attjigagdo de muco nas vilosidades

intestinais, importante barreira protetora desggidr Como observado na figura 11B e 11G, o
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grupo GVHD apresentou uma diminuicdo do numeroéelas caliciformes marcadas com
acido Periddico de Schiff, corante para mucinagcjpais componentes do muco. A
quantidade de muco presente no intestino dos camngond do grupo LM foi similar a do
grupo controle (Fig. 11B, F e H), o que pode tentgbuido para a protecdo intestinal

observada nos camundongos tratados lcdinothamnion muelleri

Em estudos anteriores realizados por nosso grupamf observadas pequenas
alteracdes no figado no 3° dia ap6s o transplamteanmundongos com GVHD e por isso,
neste trabalho, ndo realizamos a analise do orgésanfase da doenca. No dia 10, houve
discreto edema e aumento da celularidade entrecpatdritos e nas areas periportais. O
tratamento com LM ndo modificou esses parametradd@ ndo mostrados). Entretanto, no
20° dia apods o transplante, ocorreu acentuada lesdatica distribuida ao longo de todo o
parénquima do érgéo no grupo GVHD (Figura 12A eC@Cilano no parénquima foi associado
com intenso infiltrado inflamatorio, principalmenteas areas periportais, vasodilatacéo,
necrose de hepatécitos e vacuolizacdo difusa &iga@A e C). Em contraste, animais do
grupo LM mostraram significativa preservacéo dadietepatico com leve edema tecidual e

diminuicdo do acumulo de células inflamatodrias (Fagl2A e D).

Uma vez que as diferengcas entre camundongos tetadodo tratados foram
destacadas 20 dias ap0s o transplante, n0s nosntamos principalmente neste tempo para

as analises posteriores dos efeitos daldathathamnion muellema GVHD.
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Figura 10. Efeito do tratamento com LM na graduacadistopatoldgica intestinal no 3° e

10° dia ap6s o transplante.GVHD foi induzida pela transferéncia de esplendécite

camundongos doadores semialogénicos C57BL/6J-WTa psamundongos B6D2F1.

Camundongos que receberam esplendcitos de camuwslaiggénicos (B6D2F1 para

B6D2F1) ndo desenvolveram a doenca e foram dendosneomo grupo Controle. LM na

concentracdo de 1%i oferecida na dieta de camundongos WT um diasadb transplante e

mantida até o final do experimento. Apos induc@ GVHD, os camundongos foram

sacrificados e amostras do intestino foram colstgdaa analise histopatolégica 3 (A) e 10

dias (B) ap0s o transplante. Os resultados saceapeelos como média £ SEM (n = 3). * e

#P < 0.05 quando comparados ao grupo Controlepo@sWHD, respectivamente.
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Figura 11. Tratamento com LM reduz leséo intestinalem camundongos submetidos a
GVHD. GVHD foi induzida pela transferéncia de esplené&itie camundongos doadores
semialogénicos C57BL/6J-WT para camundongos B6DZFinundongos que receberam
esplendcitos de camundongos singénicos (B6D2F1 B&@22F1) ndo desenvolveram a
doenca e foram denominados como grupo ControlenaMoncentragcéo de 1f4i oferecida

na dieta de camundongos WT um dia antes do tramspla mantida até o final do
experimento. Apoés inducdo da GVHD, os camundorigmsn sacrificados e amostras do
intestino foram coletadas para andlise histopaittd20 dias apds o transplante (A). A média
do numero de células caliciformes positivamenteadas para PAS foi determinada num
aumento de 40x/campo, sendo contados 3 campospeic intestinal (B). C-E, Aspectos
histopatolégicos de seccbes do intestino coradas M&E nos grupos Controle, GVHD e
LM, respectivamente, 20 dias apés o transplantealgsde barra, 50 um para todos os

painéis. F-H, seccdes intestinais com células ifialines positivamente coradas para PAS
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nos grupos Controle, GVHD e LM, respectivamented2® apds o transplante. Escala de
barra, 20 todos os painéis.
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Figura 12. Tratamento com LM reduz lesdo hepaticara camundongos submetidos a
GVHD. GVHD foi induzida pela transferéncia de esplené&ite camundongos doadores
semialogénicos C57BL/6J-WT para camundongos B6DZRImundongos que receberam
esplendcitos de camundongos singénicos (B6D2F1 B&@22F1) ndo desenvolveram a
doenca e foram denominados como grupo ControlenaMoncentracéo de 184 oferecida
na dieta de camundongos WT um dia antes do tramspla mantida até o final do
experimento. Apos inducdo da GVHD, os camundorigean sacrificados e amostras do
figado foram coletadas para andlise histopatologzadias apos o transplante (A). B-D,
Aspectos histopatolégicos de seccbes do figadodasraom H&E nos grupos Controle,
GVHD e LM, respectivamente, 20 dias ap0s o tramsplaEscala de barra, 50 um para os
painéis. Os resultados sdo apresentados como mé&laM (n = 6). * e #P < 0.05 quando

comparados ao grupo Controle e grupo GVHD, respeautnte.
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5.3) Tratamento comLithothamnion muelleri reduz a producdo de quimiocinas e
citocinas pro-inflamatorias no intestino e figado d camundongos submetidos

a GVHD

Foi realizada também nos 6rgdos alvo da doengaélss@ de quimiocinas e citocinas
importantes na patogénese da GVHD. Os niveis dasapinas CCL2 (Figura 13A) e CCL5
(Figura 13B), e os niveis das citocinas TiEigura 13C) e IFN+(Figura 13D) no intestino
de camundongos submetidos a GVHD apresentaranrsensados a partir do 10° dia apds o
transplante. Em camundongos submetidos & GVHDtadwa conlLithothamnion muelleri
0s niveis de CCL2 (Figura 13A) e CCL5 (Figura 18Bjavam significativamente reduzidos
no 20° dia apos o transplante, enquanto que ossrdeel NFe (Figura 13C) e IFN- (Figura
13D) néo apresentaram aumento no 10° ou 20° dia @iducdo da doenca, permanecendo

semelhantes aos niveis observados no grupo Cantrole

No figado de animais submetidos a GVHD, foi obsdovam aumento nos niveis das
quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5 e nos niveis dascoi@s TNFe e IFN< a partir do 10°
dia apoés o transplante, ndo havendo diferencainesmos animais tratados com LM ou néo
tratados (dados ndo mostrados). Apos 20 dias dspi@nte, os niveis destas quimiocinas e
citocinas permaneceram elevados em animais suloeeiidoenca e nao tratados. Nesta fase
da doenca, o tratamento com LM inibiu completamestaiveis de TNIFe hepatico (Figura
14A) e reduziu parcialmente os niveis de CCL3 (fgldB) e CCL5 (Figura 14C). Ja os
niveis hepaticos de CCL2 e IFN-mantiveram-se elevados em ambos os grupos GVHD e

LM quando comparados ao grupo Controle (dados raé&tratos).
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Figura 13. Tratamento com LM reduz a concentracdo ntestinal de quimiocinas e
citocinas envolvidas na GVHD.GVHD foi induzida pela transferéncia de esplenécite
camundongos doadores semialogénicos C57BL/6J-WTa psamundongos B6D2F1.
Camundongos que receberam esplendcitos de camuwslaiggénicos (B6D2F1 para
B6D2F1) ndo desenvolveram a doenca e foram dendosneomo grupo Controle. LM na
concentracdo de 1%i oferecida na dieta de camundongos WT um diasadb transplante e
mantida até o final do experimento. No dia 3, 120eap0s o transplante, os camundongos
foram sacrificados e as concentracfes de CCL2GB),5 (B), TNF«a (C) e IFNy (D) foram
avaliadas em homogenatos do jejuno-ileo pelo endaioELISA. Os resultados sao

apresentados como média + SEM (n = 5). * e #P § @@ando comparados ao grupo

Controle e grupo GVHD, respectivamente.
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Figura 14. Tratamento com LM reduz a concentracdo épdtica de citocinas e

guimiocinas envolvidas na GVHD.GVHD foi induzida pela transferéncia de esplenécito
de camundongos doadores semialogénicos C57BL/6Jpaf& camundongos B6D2F1.
Camundongos que receberam esplendcitos de camuwslaiggénicos (B6D2F1 para
B6D2F1) ndo desenvolveram a doenca e foram dendosneomo grupo Controle. LM na
concentracdo de 1%6i oferecida na dieta de camundongos WT um diasadb transplante e
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mantida até o final do experimento. No dia 20 apdsansplante, os camundongos foram
sacrificados e as concentracoes de TN@), CCL3 (B) e CCL5 (C) foram avaliadas em

homogenatos do figado pelo ensaio de ELISA. Odtees sdo apresentados como média +
SEM (n = 5). * e #P < 0,05 quando comparados a@ayr@ontrole e grupo GVHD,

respectivamente.

5.4) Tratamento comLithothamnion muelleri reduz o acumulo de macréfagos no

intestino e figado de camundongos submetidos a GVHD

Uma vez que a menor lesdo nos érgdos alvo em camgos tratados com LM foi
associada a diminuicdo do infiltrado inflamatérlmservado na histologia e a diminuicdo nos
niveis de citocinas e quimiocinas, nosso proximespdoi avaliar o acimulo de macréfagos,
importante célula na patogénse da doenca, no imtest figado de animais submetidos a
GVHD. Foi observado um aumento da atividade daetHg:D-glicosaminidase (NAG), um
marcador indireto para influxo de macréfagos, nestino (Figura 15A) e figado (Figura
15B) no grupo GVHD quando comparado ao grupo CtneoLM. A atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) também foi analisada pardic@r de maneira indireta 0 acumulo de
neutrofilos no intestino e figado dos animais suimoe a GVHD, porém ndo foram
observadas diferencas na atividade desta enzima@grupo Controle, GVHD e LM (dados

nao mostrados).
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Figura 15. Tratamento com LM inibe o acumulo de mamfagos em oOrgaos alvo da
GVHD. GVHD foi induzida pela transferéncia de esplenécitie camundongos doadores
semialogénicos C57BL/6J-WT para camundongos B6DZFImundongos que receberam
esplendcitos de camundongos singénicos (B6D2F1 B&@22F1) ndo desenvolveram a
doenca e foram denominados como grupo ControlendMoncentracdo de 184 oferecida

na dieta de camundongos WT um dia antes do trarspla mantida até o final do
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experimento. No dia 20 apd8s o transplante, os cdongos foram sacrificados e o acumulo
de macréfagos foi analisado no intestino (A) ed@éB) através da atividade deacetil$-D-
glicosaminidase (NAG)Os resultados sao apresentados como média + SEM ) e #P <

0.05 quando comparados ao grupo Controle e grupgd; Yespectivamente.

5.5)  Tratamento comLithothamnion muelleri inibe a interacdo de células
endoteliais e leucdcitos na microvasculatura intesial de camundongos

submetidos a GVHD

A alga Lithothamnion muellertem em sua composicdo polissacarideos sulfatados,
como demonstrado pela avaliacdo da composicdo cpiimié extratos obtidos de LM

realizada recentemente por Soares e cols., (2012).

Polissacarideos sulfatados extraidos de algas magripossuem diversas atividades
biolégicas como anticoagulante, antioxidante, amtdral, antiviral e anti-inflamatoria
(Matsui e cols., 2003, Jiao e cols., 2011). Uma gee observamos a maior sobrevida e
diminuicdo dos sinais clinicos da GVHD em animaados com LM, associada a menor
leséo intestinal, reducéo de citocinas e quimiagcmaiminuicao do infiltrado inflamatoério e
influxo de macréfagos nos orgaos alvo da doencg hibtetizamos que os polissacarideos
de LM poderiam interferir diretamente no estagioiah de migracao de leucaocitos, isto €, no
rolamento e adeséo de células inflamatorias pdes ésgdos. Dessa forma, foi realizada a
microscopia intravital de vénulas pos-capilaresstihais de animais submetidos a GVHD no
10° dia ap0s a doenca e tratados com uma frac&saodridica (FP) de LM 30 minutos antes
da analise. Como observado na figura 16, o trattor@m FP reduziu o rolamento (Figura

16A) e a adeséao de leucdcitos (Figura 16B) em @8nukesentéricas.
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Figura 16. Tratamento com uma fracdo polissacaride de LM diminui o rolamento e
adeséo de leucdcitos na microvasculatura mesenté&icde camundongos submetidos a
GVHD. GVHD foi induzida pela transferéncia de esplenécitie camundongos doadores
semialogénicos C57BL/6J-WT para camundongos B6DZFImundongos que receberam
esplendcitos de camundongos singénicos (B6D2F1 B&@2F1) ndo desenvolveram a
doenca e foram denominados como grupo Controle.10fo dia apdés o transplante, os
camundongos foram anestesiados e vénulas intess{taad0 um) foram selecionadas para
contagem do numero de leucocitos rolando e aderd@yés da microscopia intravital.
Camundongos que receberam esplendcitos de camwsl@%yBL/6J foram tratados com
uma unica dose de 200 pl de veiculo (PBS-5% etanotom uma fracdo polissacaridica de
LM (FP, 100 mg/kg em PBS-5% etanol), i.v., 30 nbisuantes da microscopia intravital. (A)

Numero de células rolando por minuto. (B) Numerocétilas aderidas por 100 um. Os
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resultados sao apresentados como média + sem {16). 7-e #P < 0.05 quando comparados

ao grupo Controle e grupo GVHD, respectivamente.

5.6) Tratamento comLithothamnion muelleri reduz translocacéo bacteriana no

intestino, figado e sangue de camundongos submetidd GVHD

Visto que o tratamento com LM reduziu a respostiarnmtoria associada a GVHD
envolvendo citocinas, quimiocinas e recrutamenteéalelas, bem como protegeu os érgéos
alvo da doenca de lesdes graves, nosso proximo fssvaliar a translocacao bacteriana em
animais submetidos a doenca. No 20° dia ap0s syiamte, foi encontrado uma grande carga
bacteriana no lavado peritoneal do grupo GVHD (RigLi7A). A presenca de bactérias foi
também determinada no figado e sangue dos aninfaisetidos a doenca (Figura 17B e C).
Esses dados podem estar correlacionados com a destuicdo das camadas do intestino
(Figura 11A e D) e diminuicho da camada de mucauilei 11B e G) observadas
anteriormente. Em contraste, foi observada menantilade de bactérias na cavidade
peritoneal, sangue e figado de camundongos sulmeetiGVHD e tratados com LM (Figura

17A-C), associada com a melhora geral da graduasistapatoldgica (Figura 11A e E).
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Figura 17. Tratamento com LM inibe translocacéo bateriana no intestino, figado e

sangue de animais submetidos a GVHDGVHD foi induzida pela transferéncia de
esplendcitos de camundongos doadores semialogé@iséBL/6J-WT para camundongos
B6D2F1. Camundongos que receberam esplendcitosrdantiongos singénicos (B6D2F1

para B6D2F1) ndo desenvolveram a doenca e foraondeados como grupo Controle. LM
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Graduacéo clinica

na concentragdo de 1%i oferecida na dieta de camundongos WT um disgesardo

transplante e mantida até o final do experiment.da 20 apdés o transplante, o0s
camundongos foram sacrificados e o nimero de uesdéaimadoras de col6nias (CFU) de
bactérias foi verificado na cavidade peritoneal, @ngue (B) e figado (QDs resultados séo
apresentados como média + SEM (n = 6). * e #P § @@ando comparados ao grupo

Controle e grupo GVHD, respectivamente.

5.7) Carbonato de calcio ndo esta envolvido com a prot&g de camundongos

submetidos a GVHD e tratados conk.ithothamnion muelleri.

Apesar de confirmarmos que a fracdo polissacaridicalgal. muelleri apresenta
efeitos anti-inflamatorios na GVHD e diminui o nolanto e adeséo de leucoécitos em vénulas
intestinais, LM tem um rico conteddo mineral em samposicao, principalmente carbonato
de célcio (CaCg), que representa entre 80-90% de sua biomassa, (B080). Por isso, 0s
efeitos do CaC® na GVHD, na concentracdo de 0,9% também foramsiigasos e
comparados as respostas induzidasLpmuelleri Camundongos tratados com carbonato de
calcio apresentaram uma graduacao clinica (Figg#d & perda de peso semelhante ao grupo
GVHD (Figura 18B). Este resultado sugere que oareaato de calcio ndo estd envolvido com

a protecdo de camundongos submetidos a GVHD aldsteomLithothamnion muelleri

(Figura 18).
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Figura 18. Carbonato de célcio (CaC@ ndo estd envolvido na protecdo de
camundongos submetidos a GVHD e tratados com LM. GVHD foi induzida pela
transferéncia de esplendcitos de camundongos dsmdemialogénicos C57BL/6J-WT para
camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam néspts de camundongos
singénicos (B6D2F1 para B6D2F1) ndo desenvolveraimeaca e foram denominados como
grupo Controle. LM na concentracdo de 1% (Grupo bMTaCQ na concentracéo de 0,9%
(Grupo CaCg@) foi oferecida na dieta de camundongos WT um digsado transplante e
mantida até o final do experimento. Apos induc@ GVHD, os camundongos foram
monitorados a cada 2 dias para ocorréncia dosssiti@micos da GVHD (A) e controle do
peso corporal (B). Os resultados sdo apresentado® anédia + SEM e 0S grupos
representados como se segue: Grupo Cont#ole=6); Grupo GVHD (m, n=7), Grupo LM
1% (¥, n=7) e Grupo CaCgJo, n=7). * e #P < 0.05 quando comparados ao GrupurGle

e Grupo GVHD, respectivamente.

5.8) Tratamento comLithothamnion muelleri reduz os niveis de IFNy e CCL2 no

cérebro de camundongos submetidos a GVHD

Estudos prévios descrevem uma incidéncia de coagdles neurolégicas de 8% a
42% em receptores de transplante de medula 6ssemntando o risco de morte desses
individuos (Siegal e cols., 2007; Saiz e cols.,(@0Ror isso, em adicdo as analises realizadas
no intestino e figado, realizamos uma analiseahdn cérebro de camundongos submetidos a
GVHD, estudo até hoje inédito na literatura. Entadia reducao de quimiocinas e citocinas
observadas no intestino e figado de camundongtaitsicom LM, o tratamento com esta
alga reduziu os niveis cerebrais de HiFigura 19A) e CCL2 (Figura 19B). Foi realizada
ainda analise dos niveis de TNFe CCL3, ndo detectadas no cérebro de nenhum dpegr
analisados (dados ndo mostrados) e de CCL5, quimaigecie se manteve elevada nos grupos

GVHD e LM quando comparada ao grupo Controle (dadm@smostrados).
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Figura 19. Tratamento com LM reduz a concentracaale IFN-y e CCL2 no cérebro de
animais submetidos a GVHD.GVHD foi induzida pela transferéncia de esplenécite
camundongos doadores semialogénicos C57BL/6J-WTa psamundongos B6D2F1.
Camundongos que receberam esplendcitos de camuwslmiggénicos (B6D2F1 para
B6D2F1) ndo desenvolveram a doenca e foram dendosneomo grupo Controle. LM na
concentracdo de 1%i oferecida na dieta de camundongos WT um diasadb transplante e
mantida até o final do experimento. No dia 20 apdsansplante, os camundongos foram
sacrificados e as concentracdes de 1) e CCL2 (B) foram avaliadas em homogenatos de
cérebro pelo ensaio de ELISA. Os resultados s&saptados como média £ SEM (n = 5). *

e #P < 0,05 quando comparados ao grupo Contraigp® §sVHD, respectivamente.

5.9) Tratamento com Lithothamnion muelleri reduz os niveis de creatinina sérica
de camundongos submetidos a GVHD

O rim é outro 6rgdo que também pode ser acometit GVHD. A funcdo renal
declina de forma aguda na maioria dos pacienteprimeeiro més ap0s o transplante de
medula Ossea. Esta lesdo renal aguda pode persisér um fator de risco para o
desenvolvimento tardio de doenca renal cronica ¢dbe cols., 2012). Diante do exposto,
investigamos também o efeito de LM na leséo remhlzida por GVHD.

Camundongos submetidos a GVHD e ndo tratados aypaesen um aumento da

creatinina sérica 3, 10 e 20 dias apoés o transplam indicativo de lesdo renal (Figura 20).
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O grupo tratado corh. muelleriapresentou niveis de creatinina sérica semelhantgsupo

Controle, sugerindo que o tratamento com LM tambgmserva a funcdo renal em

camundongos submetidos a GVHD.
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Figura 20. Tratamento com LM preserva a funcédo renade camundongos submetidos a
GVHD. GVHD foi induzida pela transferéncia de esplerm&citte camundongos doadores
semialogénicos C57BL/6J-WT para camundongos B6DZFImundongos que receberam
esplenocitos de camundongos singénicos (B6D2F1 B&@2F1) ndo desenvolveram a
doenca e foram denominados como grupo ControlendMoncentracdo de 184 oferecida

na dieta de camundongos WT um dia antes do trarispla mantida até o final do
experimento. Apos a indu¢cdo da GVHD, os camundorigeam sacrificados e amostras
sanguineas coletadas para analise dos niveis atnora sérica nos dias 3, 10 e 20 dias apos
o transplante. Os resultados sdo apresentados swd@ + SEM (n = 5). * e #P < 0.05

quando comparados ao grupo Controle e grupo GVetiperctivamente.
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5.10) Tratamento comLithothamnion muelleri mantém o efeito do enxerto-versus-

tumor (GVT) apos inducdo da GVHD

Apéds observado que o tratamento com LM regula posta inflamatodria associada a
GVHD, verificamos se a modulacdo dessa respostargomhterferir na resposta do enxerto-
versus-tumor. Para tanto, células GFP+ P815 fomgetadas i.v. apdés o transplante de
esplendcitos (Dia 0) e os camundongos foram mautts para sobrevivéncia a cada dois
dias. Um grupo de camundongos, que recebeu apetramgplante de esplendcitos, sem
células tumorais, foi considerado o controle negafiara a curva de sobrevivéncia e nao
apresentou mortalidade (Figura 21). Camundongosreceberam apenas células tumorais
(grupo P815) apresentaram 100% de letalidade apdia® do transplante, confirmando o
crescimento do tumor. No 25° dia ap6s o inicio ¥peeimento, todos os animais do grupo
GVHD, que nao receberam células tumorais e nenhmatantento, apresentaram 100% de
mortalidade. O grupo GVHD+P815, que recebeu espity® adicionados de células
tumorais, tiveram total letalidade no dia 35 apdésamsplante (Figura 21). Este resultado

mostra que o animal com GVHD consegue combatemmitie sua morte é resultante de

danos causados pela doenca do enxerto-versus-leasped

O tratamento com LM reduziu a GVHD sem interfearnesposta benéfica ao tumor,
ja que camundongos que receberam esplendécitosulascéimorais (GVHD +P815+ LM,
50% de sobrevivéncia), apresentaram uma porcentafgersobrevivéncia semelhante aos
animais tratados que receberam apenas esplen@@kt4D + LM, 60% de sobrevivéncia) e
mantém esta porcentagem até 55 dias apos a indigédoansplante, sendo os animais

sobreviventes sacrificados nesta data (Figura 21).
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Figura 21. Tratamento com LM né&o interfere na GVT en camundongos submetidos a
GVHD. GVHD foi induzida pela transferéncia de esplenécitie camundongos doadores
semialogénicos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F4lulas GFP+P815 foram
injetadas i.v em receptores B6D2F1 no dia O dosptamte. Camundongos que receberam
esplendcitos de camundongos singénicos (B6D2F1 B&@22F1) ndo desenvolveram a
doenca e foram denominados como grupo ControlerupogP815 recebeu apenas células
GFP+P815 e os outros grupos receberam esplena@takadores alogénicos (C57BL/6J)
adicionados ou nao de células GFP+P815. LM naertragdo de 1%oi oferecida na dieta
de camundongos WT um dia antes do transplante @daaaié o final do experimento. ApGs
inducdo da GVHD, os camundongos foram monitoradosda 2 dias para sobrevivéncia. Os
resultados sdo apresentados como média + sem mipssgepresentados como se segue:
Grupo Controle €, n=6); grupo GVHD (m, n=7); grupo GVHD+LM (¥, n=7); grupo P815

(e, n=6); grupo GVHD+ P815 (0, n=7) e grupo GVHD+LM+P815 (x, n=6). * e #P < 0.05

quando comparados ao Grupo Controle e Grupo GVetperctivamente.
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6. DISCUSSAO

A doenca do enxerto-versus-hospedeiro permanea#o semmaior complicacdo do
transplante de células tronco hematopoiéticas, csemdsua incidéncia de 10 a 80%,

dependendo dos fatores de risco presentes (Digoais.e2012).

Os corticosterdéides, utilizados como primeira limgatratamento para a GVHD sé&o
efetivos em menos de 50% dos pacientes (Martinse, d®90) e, por isso, novos agentes tém
sido desenvolvidos e investigados tanto para sawglizados como primeira linha de
tratamento como para terapéutica da GVHD refrat@resterdides (Dignan e cols., 2012).
Ainda assim, ndo existe um consenso sobre a mebBimtégia para manejo da doenca do
enxerto-versus-hospedeiro, sendo de grande reli@evanestudo de terapias alternativas que
auxiliem no tratamento da GVHD (Westin e cols., ZODignan e cols., 2012). Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar teite do tratamento com a alga
Lithothamnion mueller{LM) no controle da resposta inflamatoria associaddoenca do

enxerto-versus-hospedeiro em camundongos.

NOs observamos neste trabalho que o tratamentoacalgalithothamnion muelleri
(1) aumentou a sobrevida dos animais submetido§rDGcom diminuicdo importante dos
sinais clinicos da doencga, (2) diminuiu a lesdo @gsios alvo, (5) reduziu a producdo de
citocinas e quimiocinas nestes 6rgaos e (4) dimiouacimulo de macroéfagos nos mesmos.
Além disso, (6) inibiu o recrutamento de leucécifmmra o intestino e (7) impediu a
translocacao bacteriana para o intestino, figadangue. Adicionalmente, (8) preservou a
funcéo renal e (9) diminuiu os niveis cerebraigitizcina IFNy e da quimiocina CCL2. De
maneira importante, reduziu a resposta inflamatagaociada a GVHD, mas (10) néo

prejudicou a resposta benéfica do enxerto-versusitu

73



O aumento da sobrevida dos animais submetidosHDGd/ tratados corh. muelleri
observado em nosso trabalho foi associado a umarnggaduacao clinica da doenca. O
efeito protetor de LM na GVHD foi confirmado quan@gtamos esta alga num modelo mais
grave da doenca, induzida a partir da irradiacdal te consequente mieloablacdo dos
camundongos receptores, onde obtivemos resultamoslisantes aos observados no modelo
de GVHD induzido por ablacédo parcial da medula.o8gsla a melhora clinica, observamos
também que LM diminuiu a lesdo no intestino e figgaatgaos alvo da GVHD, o que gerou
uma menor graduacao histopatolégica destes Orgaoangmais tratados com a alga em

estudo.

A reducdo de leséo intestinal observada nos cammgodotratados com LM foi
associada a diminuicdo do infiltrado inflamatdria ©amada muscular e serosa e a
preservacdo da camada de muco no intestino. A @uhadnuco € considerada a primeira
linha de defesa entre bactérias presentes no limestinal e as células do hospedeiro e
também funciona como area para a interacdo ireaitae microrganismos-hospedeiro (Lang e
cols., 2007; Johansson e cols., 2011; Barnett s.,c2012). A degradagdo de mucinas
(principais componentes do muco) por bactérias #aswezes considerada uma fase inicial
na patogénese de doencas intestinais uma vez geecpasar um distlrbio na protecdo das
superficies mucosas do hospedeiro (Derrien e @040; Johansson e cols., 2011; Barnett e
cols., 2012). Dessa forma, a preservagdo da cadwdauco intestinal em animais tratados
com LM pode ter contribuido para a efetiva protedaointestino. Estudos realizados por
Aslam e cols., (2010) com a algghothamnion calcareunpertencente ao mesmo género da
algaL. muellerj corroboram com os resultados obtidos em nosballra, onde foi observada
reducdo da inflamacgéo e lesao intestinal em cammgutosubmetidos a uma dieta rica em

gordura.
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Além da reducéo de leséo intestinal, observamosoguatamento com LM protegeu
também o figado, outro 6rgdo alvo da GVHD. Nestgddy o tratamento com a alga
Lithothamnion muelleridiminuiu o acumulo de células inflamatérias e aroge de
hepatocitos, preservando dessa forma a arquitetcidual do figado. Resultados semelhantes
foram obtidosno estudo realizado pétong e cols., (2011), onde observaram uma diminouica
da necrose de hepatdcitos e consequente protegdtoa clesdo hepatica em animais
submetidos a uma dieta rica em gordura e tratados lathothamnion calcareume

Lithothamnion coraloides.

A protecdo intestinal e hepatica em animais tratadom LM vista pela menor
graduacgdo histopatolégica e o aumento da sobreladies animais foi associado a reducéo
dos niveis de citocinas e quimiocinas pro-inflamagrelacionadas a GVHD. As citocinas
pro-inflamatorias IFNr e TNF-e,, S@0 as principais contribuintes para a doencak{RoHill,
2012), sendo que a expressdo aumentada das mesrnadepas manifestacdes clinicas da
doenca (Koide e cols., 1997) e estéo relacionadasasasindrome sistémica de perda de peso,
diarréia, alteracdes na pele e alta mortalidadgué®ie cols., 1987; Baker e cols., 1995; Koide
e cols., 1997; Schroeder & DiPersio, 2011). Istoalmora com 0s nossos resultados uma vez
que observamos um aumento dos niveis destas eitoaipartir do 10° dia apos o transplante
em animais submetidos a GVHD, coincidindo com orepmmento dos sinais clinicos da
doenca (perda de peso, ericamento e perda dadadalidos pélos, diarréia, ocorréncia de
sangue nas fezes, apatia e postura do tronco &fojle posterior morte dos animais. Ja se
sabe que quantidades elevadas de HsNeontribuem para o dano intestinal por diferentes
vias, incluindo efeitos citopaticos diretos da ciiba no trato gastrointestinal e ativacdo de
mondocitos/macréfagos que passam a secretar quadedidae linfotoxina e TNE;

potencializando o dano ao 6rgdo (Robb & Hill, 201R)6s observamos neste trabalho, um
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aumento de TNF-apos 10 dias do transplante, sendo expressivammaite no 20° dia apos

o transplante. Estes achados sao importantes, emgue assim como o IFN-0 TNFa tem

um papel importante em todas as fases da fisiagatoda GVHD, desde a fase inicial de
ativacdo das células apresentadoras de antigefeitesediretos da citocina em lesar os
orgaos alvo, até efeitos indiretos no aumento ddifgracdo de linfocitos T citotoxicos e
infiltrado inflamatorio através do recrutamento mnonucleares, no curso da GVHD
intestinal, intensificando o dano a este 6rgdo {Bra& Thiele, 2000; Levine, 2011). A
importancia destas citocinas na GVHD intestinakfanprovada em estudos que demonstram
que camundongos receptores de células doadasedédsi em IFN- ndo desenvolvem
GVHD no intestino (Ellison e cols., 2003) e queeaitnalizacdo de TNEk-inibe a ocorréncia
de apoptose e atrofia da mucosa intestinal (Stelweds., 1999), prevenindo a GVHD aguda
(Ferrara, 2005). Dessa forma, a nao alteracdo nessrde IFNy e TNFe no intestino de
animais submetidos a GVHD e tratados cam muelleri, permanecendo em niveis
semelhantes aos observados no grupo Controle dutadb o curso da doenca pode ter
contribuido para a protecdo deste 6rgdo. Apesartdetamento com LM néo ter diminuido
os niveis de IFN-no figado, observamos uma reducao nos niveis diea] M que pode estar
relacionado a protecdo hepatica observada nos @snitreados. Assim, a inibicdo da
producao e liberacéo de IFNe TNFo em animais tratados com LM pode estar relacionada

com a menor graduacao clinica da doenca e maiog\sdh dos animais.

O tratamento conhithothamnion muellertambém foi eficiente em reduzir os niveis
de CCL2 e CCL5 no intestino e de CCL3 e CCL5 nad@destes animais, vinte dias apds o
transplante. Estas quimiocinas sdo consideradasriamtes na patogénese da GVHD ao
promover a migracdo de células doadas a 6rgdosdahamte o desenvolvimento da doenca

(Castor e cols., 2012b). A producao de CCL2, CCIG# 5 pode ser estimulada ainda por
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TNF-o e IFN+ (Schroeder e DiPersio, 2011; Castor e cols., 20lmportancia de CCL2
na patogénese da GVHD foi demonstrada em um eshu® a expressao de CCR2, receptor
desta quimiocina, aumentou a ativacédo de célulag+did baco de animais com doenca do
enxerto-versus-hospedeiro, modificando um perfiddenca cronica para aguda e promoveu
a morte de camundongos submetidos a doenca (lehtioés., 2003). Outro estudo realizado
por Nnosso grupo observou niveis aumentados de CEs@e as fases iniciais da GVHD no
intestino (Castor e cols., 2011). Além disso, CG&Bbém atua na ativacdo e migracdo de
linfécitos T CD8+ para os orgaos alvo da GVHD (Teywe cols., 2005). Com relagcéo a
CCL3, estudos tém demonstrado que a auséncia d8 G&4 células doadas ou o bloqueio
farmacoldgico de seu receptor também reduz a ndathd e lesdo em O6rgdos alvo associados
a doenca do enxerto-versus-hospedeiro diminuindolmulo de linfocitos T CD4+ e CD8+
no baco e intestino, além de inibir o recrutamet@anacrofagos para o intestino (Serody e
cols., 2000; Castor e cols., 2010). De forma irs®aate, a neutralizacdo de CCL3 levou a
uma reducédo dos niveis de CCL5 no intestino de ndongos com GVHD, sugerindo que
CCL3 modula os niveis de CCL5 neste orgao (Castorl®, 2010). Outro resultado que
confirma a participagdo da CCL5 na patogénese d&l[l5¢ a superexpressiao de seu
receptor, CCR1, em camundongos com a doenca. Rar lado, a auséncia desse receptor
esta associada a maior sobrevivéncia, diminui¢é® gsioais clinicos da GVHD, menor
liberag@o de TNFee IFN<y e menor recrutamento de células inflamatdérias,octmiocitos T

e células mononucleares para 6rgdos alvo da GVHidi(€cols., 2007). Diante do exposto,
a reducdo de IFN-e TNFo associada a reducdo de CCL2, CCL3 e CCL5 em amimai
tratados conk.. muelleripode ter contribuido para a protecéo de 6rgaas dlminuicdo dos

sinais clinicos e reduzida mortalidade associada¥dD.
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Dentre as células inflamatérias recrutadas peldscioes e quimiocinas que
participam da GVHD, merece destaque o macrofage agpresenta funcdo de célula
fagocitaria, participa da apresentacdo de antigpaos linfocitos T e expressa numerosos
receptores para citocinas proé-inflamatérias, aléen pdoduzir mediadores inflamatérios
importantes como espécies reativas de oxigéniaiasvéitocinas, incluindo TNk-(Fieren,
2012). Em nosso estudo, verificamos que animaisnstidlos a GVHD apresentaram um
aumento do infiltrado inflamatério no intestino Eado observado na histologia. Esta
observacdo foi confirmada por um ensaio enzimagge demonstrou, por quantificacao
indireta, um aumento expressivo do influxo de miagods nestes Orgaos. Estes resultados
podem estar associados a grande liberacdo deneiso@ quimiocinas inflamatérias que
observamos nestes animais anteriormente, as qadisigam do recrutamento de células
inflamatorias e sdo essenciais para a quimioatrdgdamnacrofagos e células T, que podem
liberar uma quantidade ainda maior destas quimasgiperpetuando o processo inflamatorio
(Serody e cols. 1999 e 2000, Wysock e cols. 20dksch e Mattson 2005, Choi e cols. 2007,
Bouazzaoui e cols. 2009, Castor e cols., 2010;0Ca&stols., 2011; Castor e cols., 20123,
Castor e cols., 2012b). Por outro lado, o tratameaim LM reduziu o infiltrado inflamatorio
e 0 acumulo de macréfagos no intestino e figadoahimais submetidos a GVHD. Este
resultado é coerente com a diminuicdo das cito@masmiocinas observadas nestes animais
e preservacdo da arquitetura tecidual destes Orfis ndo observamos neste trabalho a
participacdo dos neutrofilos na patogénese da GVelljue € condizente com estudos
anteriores que demonstram que o neutréfilo ndprénaipal tipo celular envolvido na doenca

(Wysock e cols., 2005; Jaksch e Mattson, 2005).

Lithothamnion muellertem em sua composicao principalmente carbonatcalbéoc
Um estudo recente proposto por Aslam e cols. (26d8) uma alga do génekathothamnion

demonstrou a sua capacidade em suprimir a formdeapolipos intestinais e reduzir a
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inflamacéo gastrointestinal induzida em animaisnstilos a uma dieta rica em gordura.
Este grupo de pesquisa demonstrou que o provawdmseno que explica o efeito protetor
desta alga € a acédo do calcio que promove a difieiEo do tecido do colon humano e
modula a funcéo estromal (Aslam e cols., 2011) sBle®ntexto, n0s avaliamos se o calcio
também estaria participando do efeito protetor ofask® no tratamento com LM em
camundongos submetidos a GVHD. Em nosso estudopbgsrvamos que o calcio ndo
participa da protecdo da GVHD em camundongos uraaque a mortalidade e os sinais
clinicos da doenca do grupo que recebeu uma dosteem CaC@foram similares ao grupo
nao tratado.

Além do carbonato de calcid,ithothamnion muelleritem em sua composicao
polissacarideos sulfatados, que apresentam pradesd anti-inflamatérias como
demonstrado recentemente por Soares e cols., (206%) que observamos um aumento no
influxo de macréfagos para os 6rgéos alvo da GVHDe o influxo de células inflamatorias
exerce um papel importante na fase efetora da dpentgrferindo de maneira direta na
mortalidade (Lu e cols., 2010; Ferrara e cols.,52@D06 e 2009), hipotetizamos que 0s
principais constituintes bioativos presentes noksgmcarideos de LM seriam o principal
mecanismo de protecao observada na GVHD. NOs abses/que a fracdo polissacaridica da
alga foi responsavel pela reducédo do rolamentoes@dde leucdcitos no intestino. Estes
resultados sdo coerentes com o estudo realizad&gares e cols. (2012) que demonstrou
uma reducéo de aproximadamente 90% do rolamerigudécitos induzidos por LPS apos a
injecdo intravenosa de fracdes de LM em camundongos

A protecdo contra lesdes hepéticas e intestinagegr em animais submetidos a
GVHD e tratados com LM observada em nosso trabalhm@a-se de grande relevancia, uma
vez que 50% dos pacientes que desenvolvem GVHDseqam lesdes no figado e 54%

apresentam lesfes intestinais (Robb & Hill, 201Rnbora lesbes hepaticas causem
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alteracbes clinicas importantes como hepatomegdis&uncdo de enzimas hepaticas e
hiperbilirrubinemia (Tuncer e cols., 2012), evid@scclinicas e experimentais sugerem que o
intestino é o principal orgao relacionado a fistopgia da GVHD, participando da
amplificacdo da doenca a nivel sistémico (Hill &raea, 2000). Isto se da porque a parede
intestinal lesada possibilita a translocacéo bertar gerando posterior sepse que é uma das
principais causas de morte dos pacientes que dasenv GVHD (Irani e cols., 2008). A
intensa leséo intestinal em camundongos submedide¥HD observada em nosso trabalho
através da graduacdo histopatologica aumentadamenéol na producdo de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatérias, associada ao aumedt infiltrado inflamatério e
recrutamento de macrofagos para o orgdo, além dwero do rolamento e adesdo de
leucécitos em vénulas intestinais justifica a tl@ce;ao bacteriana aumentada nestes animais.
Uma vez rompida a barreira intestinal e iniciadeaaslocacéo bacteriana, o recrutamento de
macrofagos pode ser intensificado, ja que macr&fpggsuem receptores para LPS e fazem
parte dos mecanismos de defesa da mucosa contraesgpatogénicos bacterianos
prejudiciais, migrando para os locais de infeccé@idemtativa de eliminar o patégeno (Smith e
cols., 2011). Por outro lado, o tratamento com LdMisbu uma reducdo da translocacao
bacteriana para o peritbneo de animais submetid@/ldD, uma vez que o intestino €
protegido da doenca. LesGes da parede intestitéa associadas a translocacao de bactérias
para o figado inicialmente e, posteriormente, paraorrente sanguinea, causando uma
infecgéo sistémica (Jones e cols.1971, Beelen1€82, Beelen e cols. 1999, Irani e cols.
2008). Em nosso trabalho, observamos que o tratamesm LM também reduziu a
translocacao bacteriana no figado e sangue de caimgos submetidos & GVHD, o que pode
ser associado a reducdo da translocacédo bactpdaaa peritbneo (a menor translocagéo de
bactérias para o peritdneo provavelmente diminudisseminacdo de bactérias para o figado

e a corrente sanguinea). A importancia da trangfmchacteriana na doenca foi comprovada
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através de estudos animais que mostraram que a@eusmtibioticos para eliminacdo das
bactérias intestinais apos o transplante de merhgea previne a morte de camundongos e a
reconstituicdo da microbiota intestinal provoca@tsndos mesmos (Bekkum e cols., 1974).
Atualmente, vém sendo utilizadas terapias que Ibusealuzir a translocacédo bacteriana e
consequente sepse em individuos submetidos apkrates de medula éssea, como o0 uso de
rifaximin, um antibidtico que elimina bactérias graegativas intestinais (Blazar e cols.,
2012). Nesse contexto, a capacidade de LM em neduranslocacdo bacteriana nos 6rgaos
alvo da doenca contribuiu para a protecdo da GVBE® aamundongos tratados, confirmada
pela diminuicdo dos sinais clinicos da doenca egé@ud da mortalidade no grupo que recebeu

LM.

Hong e cols., (2011) mostraram que o tratamento lcooalcareume L. coralloides
protege contra lesdo hepatica induzida por CCL4véas de sua atividade antioxidante,
reduzindo espécies reativas de oxigénio, peroxadifidica e inducdo de CYP2EL e
producdo aumentada de glutationa e catalase. Estdra hipotese que poderia explicar a
protecdo em érgdos alvo da GVHD observada em rtealsalho. Véarias células sanguineas,
incluindo eritrécitos, neutrdfilos e linfécitos, tée sob estresse oxidativo na GVHD,
sugerindo que o tratamento com antioxidantes poddutar as graves consequéncias da
doenca (Amer e cols., 2007). Dessa forma, estudesegplorem a capacidade antioxidante
de LM na GVHD podem ser interessantes para cotmaucompreensao do efeito dessa alga

em controlar a resposta inflamatéria associadaeagiodo enxerto-versus-hospedeiro.

NF-kappa B (NF-kB) é um fator de transcricdo qumtmla a expressdo de
importantes genes que medeiam a resposta imurfamatoria. Ja se sabe que NF-kB tem
um importante papel na fisiopatologia da GVHD e iiilsicdo esta associada a protecéo da

doenca, tornando-se uma interessante estratégipétdica para reducdo da gravidade da
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GVHD (Vodanovic-Jankovic e cols., 2006). Gormam elsc (2012) demonstraram
recentemente que o tratamento coithothamnion coralloidesnibe a via de sinalizagcéo de
NF-kB, gerando como consequéncia, a reducdo daesdw de ciclooxigenase-2 (enzima
importante nos processos inflamatorios) em macosfagstimulados por lipopolissacarideo
bacteriano. Nesse contexto, a acaoLdleothamnion muelleriem inibir a via de NF-kB
poderia ser um outro mecanismo que estaria comdbupara a protecdo da GVHD
observada em animais tratados com esta alga, datetessante a realizacdo de estudos

posteriores que enfoquem o efeito da LM nesta via.

Além dos 6rgaos alvo da GVHD, outros 6rgaos podenafetados, como o rim e o
cérebro (Abboud e cols., 2012; Siegal e cols., R08Func¢éo renal declina de forma aguda
na maioria dos pacientes no primeiro més aposgptante de medula éssea. Esta leséo renal
aguda pode persistir e € um fator de risco paraserd/olvimento tardio de doenca renal
cronica (Abboud e cols., 2012). Cerca de 20% dogptes que sobrevivem ao transplante de
células tronco hematopoiéticas desenvolvem doerggzl rcronica, tornando-se um
significante problema de saude publica (Abboud ls.c8012). Em casos mais graves da
doencga, quando ocorre o desenvolvimento de abscesab bilateral, apenas o transplante
dos rins € capaz de restabelecer a saude do indiyAkbboud e cols., 2012; Lieber e cols.,
2012). Camundongos submetidos & GVHD e nédo tratagossentaram um aumento da
creatinina sérica em todos os tempos analisaddeelaa, o que pode indicar lesdo renal. O
grupo tratado conh.. muelleri apresentou niveis de creatinina sérica semelhaotagupo
Controle, sugerindo que o tratamento com LM tambgmeserva a funcdo renal em

camundongos submetidos a GVHD.

Outro resultado interessante foi a reducédo dosimiserebrais de IFN-e CCL2

observada em camundongos tratados com LM. Paciembesetidos ao transplante de medula
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O0ssea apresentam riscos de complicacdes relac®mradsistema nervoso central, devido a
diferentes fatores como citopenias, intoxicacdo pwmedicamentos, infeccdes e
desenvolvimento da doenca do enxerto-versus-hospe#studos em animais defendem que
0 cérebro € também um orgéo alvo da GVHD (HickeKi&ura, 1987; Padovan e cols.,
2001) e a incidéncia de complicacdes neurologiasavde 8% a 42% nos individuos
receptores, aumentando o seu risco de morte (Séegals., 2007; Saiz e cols., 2010). Nao
existem até o momento, trabalhos que exploremfd gercitocinas e quimiocinas envolvidas
no cérebro de pacientes que desenvolvem GVHD, p@ése sabe que o envolvimento do
sistema nervoso na doenca € caracterizado pelonddgenento de vasculite, encefalite
linfocitaria focal (causada principalmente pordcitos T de origem do doador) e ativacao da
microglia (Kamble e cols., 2007). Em um recenteds realizado por Ryan e cols. (2011), o
tratamento com a alghithothamnion corallioides pertencente ao mesmo género de LM,
inibiu a secrecao de TNé-e interleucina-1 beta de células da glia isolatasato que foram
colocadas em cultura e estimuladas com LPS, imged#feitos detrimentais de inflamacao
excessiva em células nervosas. Este resultadoiadsd@creducao de IFide CCL2 no tecido
cerebral de animais com GVHD e tratados com LMdab&m nosso trabalho, evidencia uma
possivel atividade anti-inflamatéria de algas doegé Lithothamniontambém no cérebro,
demonstrando a relevancia de estudos posterioe&xplorem essa propriedade de LM, ja
que a reducdo de inflamagdo de células nervosas psthr participando da sobrevida

aumentada observada em animais submetidos a G\kiiados conk.. muelleri.

A capacidade de linfécitos infundidos em paciergebmetidos ao transplante de
células tronco hematopoiéticas em reagir contralagitumorais € denominada como efeito
do enxerto-versus-tumor (graft-versus-tumor - GYI9ghnson e cols., 1996). A doenca do

enxerto-versus-hospedeiro, a principal complicagho transplante de células tronco
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hematopoiéticas, esta intimamente relacionada cafeito desejavel do GVT, importante
para eliminar a doenca remanescente (Dazzi e @9189; Porter & Antin, 1999; Xia e cols.,
2006). Varias terapias que sao efetivas em preae@ivHD comumente levam a diminui¢cao
da atividade de GVT inviabilizando suas aplicac@éstivas (Horowitz e cols., 1990;
Matejkova e cols., 2008; Li e cols., 2009). Nésaevbamos neste trabalho que o tratamento
com LM inibiu a GVHD mas néo interferiu com a hatadde do enxerto em combater o
tumor, preservando o GVT, jA que camundongos quebezam esplendcitos e células
tumorais apresentaram uma porcentagem de sobreiavéemelhante aos animais tratados
que receberam apenas esplendcitos. Compostos atevagnelhas apresentam propriedades
antitumorais comprovadas (Zhou e cols., 2005) e estudo recente demonstrou que o
tratamento conbithothamnion calcareurprotegeu contra lesdes proliferativas neoplasicas e
pré-neoplasicas no figado, inibindo a formacaoutkeotes hepaticos (Aslam e cols., 2012).
Dessa forma, a alda muelleripode conter também propriedades antitumorais ay@dcam

0 combate as ceélulas tumorais, beneficiando a stspdo enxerto-versus-tumor. Estes
resultados que foram obtidos s&o interessantesapéicacao futura de uma terapia com LM
que reduza a doenca do enxerto-versus-hospedeiranserferir na capacidade do paciente

em combater as células tumorais.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo observamos que o tratamentd.conuelleri em camundongos
com GVHDreduziu a letalidade, os sinais clinicos e lesd@rg@os alvo associados com
reducdo da resposta inflamatéria. De maneira impt®t o tratamento com LM reduziu a
GVHD, porém néo interferiu na resposta do enxedsws-tumor. Esses resultados
evidenciam a alghithothamnion muellertcomo uma nova candidata com potencial aplicacao

terapéutica no tratamento da GVHD em humanos.
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