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RESUMO

O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas (TCTH-alo) é uma estratégia
terapéutica amplamente empregada no tratamento de doencas hematoldgicas e nao
hematoldgicas. Todavia, seu sucesso clinico é frequentemente limitado por desenvolvimento
da doenca do enxerto-contra-hospedeiro (DECH), uma complica¢do imunomediada que ocorre
quando linfécitos T do enxerto reconhecem antigenos do hospedeiro como ndo-proprios,
promovendo ativacao, proliferacéo e infiltragdo celular em 6rgéos-alvo como pele, intestino e
figado. Aproximadamente 40% dos pacientes apresentam resisténcia a terapia convencional
com corticosteroides, representando um desafio para 0 manejo da DECH e impactando
diretamente a eficacia do TCTH. Diante desse cenario, investigamos o potencial terapéutico da
fracdo proteolitica P1G10, derivada do latex de Vasconcella cundinamarcensis, a qual
apresenta propriedades anti-inflamatérias e antitumorais descritas em diversos modelos
experimentais. Proteases vegetais como a P1G10 tém sido amplamente estudadas por sua
capacidade de modular respostas imunes exacerbadas. Utilizando um modelo murino de DECH
aguda, induzido pelo transplante de células da medula 6ssea e esplendcitos de camundongos
Balb/c para receptores C57BL/6J, avaliamos os efeitos da P1G10, administrada na dose de 0,3
mg/kg, sobre a resposta inflamatéria da DECH. Como grupo controle, foram utilizados
camundongos que receberam células da medula dssea e esplendcitos de doadores singénicos
Balb/c, os quais ndo desenvolveram a doenca. O tratamento com P1G10 promoveu reducao dos
niveis de TNF-a no intestino e de IFN-y no intestino, figado e soro, além de diminuir a
expressdo das quimiocinas inflamatérias CCL2 e CCL3 no intestino e soro. A analise por
citometria de fluxo, realizada no baco, intestino e figado, revelou modulagdo distinta nas
populagdes de células T CD4*, T CDS8", T reguladoras (Tregs) e macrofagos, indicando uma
acdo imunorreguladora Orgao-especifica. Adicionalmente, a P1G10 preservou de forma
expressiva a integridade da barreira intestinal, prevenindo a translocacéo bacteriana e mantendo
a populacdo de células caliciformes no coélon. No modelo experimental de enxerto-contra-
leucemia (ECL), a P1G10 néo interferiu na atividade antitumoral do enxerto, evidenciando sua
seletividade terapéutica. Esses resultados posicionam a P1G10 como uma abordagem
promissora para o tratamento da DECH refrataria, associando efeitos imunomoduladores,
protecdo da mucosa intestinal e manutencdo da acéo antileucémica.

Palavras-chave: transplante de células tronco hematopoiético (TCTH), DECH, inflamagcéo,
mediadores inflamatérios, modulacao inflamatoria, células T, P1G10, anti-inflamatoria.



ABSTRACT

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is a therapeutic strategy
widely used in the treatment of hematological and non-hematological diseases. However, its
clinical success is often limited by the development of graft-versus-host disease (GVHD), an
immune-mediated complication that occurs when graft T lymphocytes recognize host antigens
as non-self, promoting cell activation, proliferation and infiltration in target organs such as the
intestine, liver and skin. Approximately 40% of patients are resistant to conventional
corticosteroid therapy, representing a significant challenge for the management of GVHD and
directly impacting the efficacy of HSCT. Given this scenario, we investigated the therapeutic
potential of the proteolytic fraction P1G10, derived from the latex of Vasconcella
cundinamarcensis, which has anti-inflammatory and anti-tumor properties described in various
experimental models. Plant proteases such as P1G10 have been widely studied for their ability
to modulate exacerbated immune responses. Using a murine model of acute GVHD, induced
by transplanting bone marrow cells and splenocytes from Balb/c mice into C57BL/6J recipients,
we evaluated the effects of P1G10, administered at a dose of 0.3 mg/kg, on the exacerbated
inflammatory response characteristic of GVHD. Mice that received bone marrow cells and
splenocytes were used as a control group who did not develop the disease. Treatment with
P1G10 reduced TNF-a levels in the intestine and IFN-y levels in the intestine, liver and serum,
as well as decreasing the expression of the inflammatory chemokines CCL2 and CCL3 in the
intestine and serum. Flow cytometry analysis, carried out on the spleen, intestine and liver,
revealed distinct modulation in the populations of CD4* T cells, CD8* T cells, regulatory T cells
(Tregs) and macrophages, indicating an organ-specific immunoregulatory action. In addition,
P1G10 significantly preserved the integrity of the intestinal barrier, preventing bacterial
translocation and maintaining the goblet cell population in the colon. In the experimental graft-
versus-leukemia (GVL) model, P1G10 did not interfere with the anti-tumor activity of the graft,
demonstrating its therapeutic selectivity. These results position P1G10 as a promising approach
for the treatment of refractory GVHD, combining immunomodulatory effects, protection of the
intestinal mucosa and maintenance of antileukemic action.
Keywords: hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), GVHD, inflammation,

inflammatory mediators, T cells, P1G10, anti-inflammatory.
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1. INTRODUCAO
1.1 TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) é uma abordagem terapéutica
utilizada em diferentes doencas de origem hematoldgica malignas e ndo malignas, tais como:
leucemias agudas, leucemias cronicas, linfomas, mieloma multiplo, anemias,
imunodeficiéncias e doengas metabolicas hereditarias (PERINI, 2011; BAZINET; POPRADI,
2019; DUARTE et al., 2019; LACHANCE et al., 2021).

As células-tronco hematopoiéticas adultas sdo células indiferenciadas encontradas em
tecido diferenciado, a medula éssea vermelha. Essas células sdo responsaveis pelo processo de
hematopoiese que consiste na producéo ininterrupta de eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas. E
exatamente a producdo dessas células que configura a manutencdo do sistema circulatério e
imunoldgico, permitindo que o corpo tenha o fornecimento adequado de oxigénio, defesa contra
infecgBes e coagulacdo sanguinea (SUGIMURA et al., 2017). Desta forma, TCTH é um recurso
terapéutico com o objetivo de restaurar a capacidade do organismo receptor de produzir células
sanguineas sadias, ao substituir a medula 6ssea danificada por células-tronco saudaveis do
doador (EITELVEN, 2017; ELHAGE et al., 2022).

O TCTH utiliza trés fontes principais de células progenitoras: medula 6ssea, sangue
periférico e sangue de corddo umbilical, cada uma com vantagens e desafios especificos
(CHEUK, 2013). A coleta da medula dssea é realizada por aspira¢do de 0ssos como a crista
iliaca ou fémur, em procedimento cirargico (BAZINET; POPRADI, 2019). O sangue periférico
exige a mobilizagdo prévia de células com fator estimulante de coldnias (G-CSF), seguidas de
leucoaférese para isolamento e criopreservacdo (MURARO et al., 2017). O sangue de cordao
umbilical é coletado ao nascimento e estocado em bancos especializados, oferecendo
praticidade, porém com menor volume celular. A escolha da fonte impacta diretamente a
reconstituicdo hematopoética poés-transplante, sendo crucial na estratégia terapéutica
(CIGOLINI, 2011; HOLTICK, 2014).

Além da origem das células, o TCTH classifica-se quanto ao tipo de doador em trés
modalidades: aut6logo, singénico e alogénico. No transplante autélogo, realiza-se a coleta das
células-tronco hematopoéticas do préoprio paciente, que sdo tratadas e posteriormente
reinfundidas. No transplante singénico, realizado entre gémeos idénticos (monozigoticos), as
células sdo obtidas do gémeo saudavel e transplantadas no receptor apés o regime de
condicionamento. Por fim, no transplante alogénico utilizam-se células de um doador
compativel, aparentado ou ndo. Entre as modalidades de TCTH, o transplante alogénico

consolida-se como o mais realizado na pratica clinica devido a sua eficacia em condicOes
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hematoldgicas complexas gerado pelo fenomeno do enxerto contra leucemia (ECL)
(THOMAS, 1975; GYURKOCZA, 2010; GRAMEGNA et al., 2022).

Os fundamentos do TCTH alogénico remontam a 1950, quando E. Donnall Thomas
estabeleceu o primeiro modelo experimental, demonstrando que a infusdo de células da medula
Ossea e do baco eram capaz de proteger camundongos dos efeitos letais da irradiacao corporal
total (LORENZ, 1951; BARON; STORB, 2004). Porém, primeiro marco decisivo do TCTH
em humanos sé ocorreu em 1968, quando duas crian¢as — uma com imunodeficiéncia ligada
ao cromossomo X e outra com sindrome de Wiskott-Aldrich — foram tratadas com sucesso.
Esses casos pioneiros abriram caminho para novas aplicaces, como o tratamento de anemia
apléstica e, posteriormente, leucemias. O avancgo foi impulsionado por dois fatores criticos: o
desenvolvimento de técnicas avancadas de tipagem Antigeno Leucocitario Humano (HLA) e a
estruturacdo de registros globais de doadores que transformaram o cenério transplantolégico,
permitindo que pacientes sem doadores familiares pudessem se beneficiar da terapia
(THOMAS, 2005).

O Brasil ostenta o terceiro maior registro de doadores de medula éssea do mundo, com
5,7 milhdes de voluntérios cadastrados no Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea
(REDOME). No ano de 2023, o Redome viabilizou 369 transplantes com doador néo-
aparentado (alogénico) e enviou 100 amostras de doadores brasileiros para o exterior. Dados
atuais do Ministério da Saude, contabilizam 1.512 medulas 6sseas doadas nos primeiros seis
meses de 2024. Em paralelo, os Estados Unidos da América, lideram a classificacdo de doadores
de medula éssea com mais de 10 milhdes de pessoas cadastrados no Be The Mach e, no ano de
2023 foram realizados 23.000 transplantes de medula 6ssea, segundo dados da Organizacdo
Mundial da Saude (ONU).

Entretanto, apesar da reconhecida eficacia do TCTH alogénico no tratamento de doencas
hematoldgicas, este procedimento carrega um risco imunolédgico significativo: o
desenvolvimento da doenga do enxerto-contra-hospedeiro (DECH) ou GVHD, do inglés Graft-
versus-Host Disease. Esta complicacdo grave, caracterizada por uma reacdo inflamatoria
sistémica desencadeada pela resposta imune das células do doador contra os tecidos do receptor,
afeta entre 40% e 60% dos pacientes transplantados, representando um dos maiores desafios no
campo da transplantologia hematopoética (BLAZAR, 2017; RESHEF, 2021; SOCIE &
MICHONNEAU, 2022).
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1.2 DOENCA DO ENXERTO-CONTRA-HOSPEDEIRO (DECH)

A DECH emerge como a complicacdo mais frequente apdés o TCTH alogénico. Embora
seja reconhecida como um obstaculo admissivel, sua ocorréncia permanece como um limitante
critico que compromete diretamente o sucesso terapéutico e a sobrevida dos pacientes (CHOE;
FERRARA, 2021).

A primeira descricdo da DECH surgiu em modelos animais em 1955, com o termo
"doenca secundéria” (BARNES & LOUTIT, 1956; THOMAS, 1957). O cerne fisiopatoldgico
da DECH ¢é o reconhecimento imunol6gico das disparidades antigénicas entre doador e
receptor, mediado por diferencas no HLA em humanos e pelo Complexo Maior de
Histocompatibilidade (MHC) em camundongos. Nesse processo, as células T do doador
identificam os antigenos do receptor como "ndo-préprios”, desencadeando a ativacdo de
maltiplas vias inflamatdrias e danos teciduais sistémico. Todavia, a ocorréncia e gravidade da
DECH sdo influenciados por fatos que vdo além da incompatibilidade entre HLA, abrangendo:
intensidade do regime de condicionamento, caracteristicas do enxerto (como fonte celular e
grau de manipulacao), varidveis do receptor e doador (idade, sexo) e até mesmo a profilaxia
imunossupressora inapropriada (GALE, 1987; VRIESENDORP, 2016; ALADAG, 2020).

Os critérios do National Institutes of Health (NIH) subdividem a DECH em quatro
categorias principais: . a DECH aguda classica, que apresenta sinais caracteristicos e ocorre
dentro de 100 dias ap0s o transplante; 11.. a DECH aguda persistente, recorrente ou tardia, que
mantém as caracteristicas da forma aguda, mas se manifesta apds os 100 dias do transplante;
I1l. a DECH cronica cléssica, que pode surgir em qualquer momento ap6s o transplante, é
definida por suas caracteristicas préprias e ndo apresenta tracos clinicos da forma aguda e 1V. a
sindrome de sobreposicdo, que combina elementos tanto da DECH aguda quanto da crénica
(FILIPOVICH et al., 2005; ZEISER; BLAZAR., 2017; SCHOEMANS, 2018).

A DECH do tipo aguda € a face de estudo desta pesquisa. A incidéncia da DECH aguda
em pacientes que recebem o TACTH é de 20% a 70%, sendo considerada a principal causa de

morte n&o relacionada a recidiva pela doenca em tratamento (BAUMRIN et al., 2022).

1.2.1. Fisiopatologia da doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda
H& mais de meio século, Billingham postulou trés requisitos fundamentais para o
desenvolvimento da DECH: 1. o enxerto deve conter células imunologicamente funcionais, ou
seja, linfocitos T maduros; 11. 0 organismo receptor deve apresentar imunossupressao suficiente
para nao rejeitar o transplante; I11. o receptor deve expressar antigenos tissulares que néo estéo
presentes no doador (MARTINEZ-CIBRIAN; ZEISER; PEREZ-SIMON, 2021).
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Atendidos os trés requisitos, o surgimento e a progressdo da DECH sdo compreendidos
COMO UM processo composto por trés etapas sequenciais, nas quais ha interacdo entre os
sistemas imunologicos inato e adaptativo:

Etapa 1- Efeitos do regime condicionamento: o regime de condicionamento pré-
transplante, que combina radioterapia e/ou quimioterapia é a etapa inicial no desenvolvimento
da DECH. Seu objetivo é induzir imunossupressao para prevenir a rejeicdo do transplante e
eliminar células tumorais residuais. No entanto, esse tratamento causa danos teciduais
significativos em diversos orgaos, especialmente no trato gastrointestinal (TGI). Esses danos
desencadeiam a liberacéo de padrées moleculares associados a danos (DAMPS) e citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF), a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-
6 (IL-6) (HENDEN; COLINA, 2015). Além disso, ocorre a liberacdo de padrdes moleculares
associados a patdégenos (PAMPs), com destaque para o lipopolissacarideo (LPS) (Fig. 1). Os
DAMPs e PAMPs ativam os receptores do tipo Toll (TLR), os receptores contendo dominios
de oligomerizacdo de nucleotideos (NOD-R). Esse processo € intensificado pelas células do
sistema imunoldgico inato, que liberam espécies reativas de oxigénio (EROs) e
metaloproteinases de matriz (MMPs). A ativacdo dos TLR e NOD-R também estimula a
apresentacdo de antigenos, desencadeando a resposta imunoldgica adaptativa, um aspecto
crucial da fase seguinte (BAUMRIN et al., 2022). Esses eventos iniciais geram uma cascata
inflamatoria, marcada pelo aumento na producdo de citocinas, na expressao de moléculas de
adesdo e moléculas coestimulatdrias, culminando na ativacdo de células dendriticas (CDs) e
outras células apresentadoras de antigenos (APCs) do hospedeiro. Esses mecanismos,
conhecidos como "sinais de perigo"”, funcionam como o gatilho para o processo inflamatério
subsequente (APOSTOLOVA; ZEISER, 2016; ZEISER et al., 2017).

Etapa 2- Ativacao das células T: a DECH depende da interacdo, ativacdo, proliferacédo
e diferenciacdo das células T do doador, as quais sdo estimuladas pelas células apresentadoras
de antigeno (APCs) do receptor. Esse processo corresponde a segunda etapa da patogénese
(ZEISER; BLAZAR, 2017). Previamente ativadas pela liberagdo de citocinas inflamatdrias,
dano tecidual e estresse celular, as APCs do receptor migram para os linfonodos, onde ocorre a
apresentacdo dos antigenos do hospedeiro as celulas T do enxerto. Essa apresentacdo é mediada
pelo complexo de histocompatibilidade (HLA), no qual as APCs exibem peptideos do receptor
para as células T do doador. Nessa fase, também acontece a expansao clonal, em que as células
T do doador proliferam e se diferenciam em subpopulagdes como Thl, Th2 e Th17, em resposta
a estimulacio pelas APCs (Fig. 1) (FUJIWARA et al., 2014). E justamente nesse estagio que

locorre 0 reconhecimento da disparidade antigénica entre o0s complexos de
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histocompatibilidade, um evento crucial que desencadeia a interacdo e o recrutamento de
celulas efetoras, tais como:
células T auxiliares (CD4"), células T citotdxicas (CD8"), células natural killers (NK). Essas
células desempenham um papel central na amplificacdo da resposta imunoldgica e na mediacao
do processo inflamatério caracteristico da DECH (POPLI et al., 2014; GHIMIRE et al., 2017;
ZEISER; BLAZAR, 2017).

Etapa 3- Efetora celular: os linfocitos T ativados migram para os érgdos-alvo da
DECH, como pele, trato gastrointestinal (TGI) e figado (Fig. 1 e 2). O IFN-y, liberado
principalmente pelas células T CD4+, estimula as APCs e induz a producdo de quimiocinas
CCL2, CCL3 e CCL5, que promovem o recrutamento de leucécitos para os tecidos afetados
(WANG; YANG, 2015). A presenca de aloantigenos de MHC-II do receptor nos 6rgaos-alvo
favorece o agravamento dos danos teciduais, amplificando ainda mais a ativacdo da resposta
imune adaptativa. Nessa fase, 0 desencadeamento da via apoptotica citotoxica por células T
CD8" com liberacdo granzimas e ativacdo subsequente de caspases culmina na morte celular
programada (apoptose) (Fig. 1) (RAMACHANDRAN; KOLLI; STROWD, 2019).

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
REGIME DE CONDICIONAMENTO ZTEN
DOENGA DO ENXERTO- 4 3
Radiagdo CONTRA-HOSPEDEIRO b= Tl
Lesdo g ORGAOS-ALVO S
DAMPs e , tecidual Quimioterapia TCTH alogénico =
PAMPs v 3 P Orgaos-alvo afetados ¢
o J » .'jl' Ativagdo das ?
TNF-a e \ f células T |8/
IL-6 h JHe o NI 3 CD4* e CD8*
IL1-B DO .
1 ARy, | \ h Pele
Tempestade [ o | g e Infusdo células TCTH- : g
de citocinas ; I Thi alogénicas de doador 7
e 7 % Aloenxerto
™2 =)
;1 a Ativagido 'ih\:‘ . IFN-y Jeiodeo

Proliferagdo célon
Expansio. IL-12
pansdo-

Tcpa* Tepg* L6
TGF-B

Figura 1. Representagédo da etapas que compreendem a fisiopatologia da DECH. A primeira etapa envolve a
ativagdo das células apresentadasras de antigeno (APCs) do hospedeiro, desencadeada pelo dano tecidual causado
pelo regime de condicionamento. Na segunda etapa, os linfdcitos T do doador sdo ativados pelas APCs do
hospedeiro, resultando em regularidade e diferenciacdo. Por fim, na terceira etapa, conhecida como etapa efetora
inflamatoria, os linfécitos T diferenciados migram para os érgdos-alvo, promovendo a morte tecidual por apoptose.
Figura do autor criada com o Biorender — criada em: 12/01/24
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1.3A IMPORTANCIA DA REACAO ENXERTO-CONTRA-LEUCEMIA PARA A
EFICIENCIA DO TCTH

A aplicabilidade recorrente da terapia com TCTH estd diretamente ligada a um
mecanismo imunologico conhecido como efeito enxerto-contra-leucemia (ECL) ou GVL
(Graft-versus-Leukemia). O efeito exercido contra a leucemia envolve uma interacéo entre as
células T do doador e as células leucémicas do receptor. As células T do doador reconhecem
estimulos especificos em células tumorais, incluindo proteinas e peptideos exclusivos ou
superexpressos nestas celulas. Além dos antigenos tumorais, as células T podem identificar
antigenos dos hospedeiros alterados pela doenca. Quando as celulas T do doador encontram
essas células leucémicas elas sdo ativadas e liberam citocinas que estimulam sua especializacao
e diferenciacdo em células efetoras. Assim, as células T efetoras CD8" destroem as células
leucémicas por citotoxicidade direta, liberando perforinas e granzimas que induzem a morte
celular (ZHAO et al., 2014).

O efeito aplicado contra a leucemia é fundamental para eficacia terapéutica do
transplante, pois contribui para a eliminacdo das células leucémicas residuais que podem
persistir no organismo do receptor, prevenindo a recidiva da doenca. Diante disso, a
identificacdo de terapias que reduzam a DECH sem prejudicar o efeito enxerto-contra-leucemia
(ECL) torna-se uma prioridade cientifica e médica, demandando estratégias medicamentosas
que equilibrem com preciséo a resposta antitumoral e o controle da inflamacdo (ELHAGE et
al., 2022; TESHIMA; HASHIMOTO, 2023).

1.4 DOENCA DO ENXERTO-CONTRA-HOSPEDEIRO AGUDA NO INTESTINO

Os regimes de condicionamento, antibioticos de amplo espectro, imunossupressores e a
introducdo de linfocitos do doador alteram profundamente a composi¢cdo da microbiota
intestinal (TAUR et al., 2014; SHONO et al., 2015; REFEI; JENQ, 2020). A desregulacdo
imunoldgica resultante na DECH aguda causa danos adicionais ao epitélio intestinal, afetando
especialmente células-tronco, células de Paneth e células caliciformes. O intestino € o 6rgdo
mais visivelmente afetado e o seu comprometimento estd fortemente associado a mortalidade,
principalmente a ndo relacionada a recidiva da doenca em tratamento (LLORENTE et al.,
2014). Além disso, desequilibrios na microbiota intestinal desempenham um papel fundamental
no desenvolvimento da DECH aguda no intestino (REFEI; JENQ, 2020)

Na DECH aguda, a desregulacdo imunoldgica compromete a barreira da mucosa
intestinal, resultando em diarreia secretora grave. A destruicdo imunomediada da mucosa,

especialmente no ileo, prejudica a reabsorcdo de fluidos, contribuindo para a caracteristica de
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diarreia volumosa. O comprometimento das juncdes estreitas ou zonas ocludentes, aliado a
intensa resposta inflamatéria, provoca perda de proteinas da mucosa e aumento da pressao
osmatica, que atraem liquidos para o lumen intestinal (ZEISER; SOCIEDADE; BLASAR,
2016). Por conseguinte, os danos a barreira intestinal favorecem a translocacdo bacteriana,
permitindo que microrganismos e produtos derivados deles, como o LPS, atravessem o epitélio
para o sistema circulatorio e linfatico, situagcdo que exacerba a resposta inflamatoria sistémica,
agravando o quadro clinico da DECH aguda (LANGREHR et al., 2000; TU et al, 2016;
ZEISER; BLAZAR, 2017).

O diagnostico intestinal é realizado através de exames variados como: marcadores
soroldgicos, radiologia, endocoscopia, colonoscopia. Achados histolégicos mostram
degeneracdo das células da cripta, apoptose de células epiteliais, dilatacéo cistica das glandulas
das criptas no intestino. Embora essas ferramentas sejam Uteis para confirmar o diagndstico ou
identificar patologias alternativas ou coexistentes, o diagnostico de DECH aguda é, em ultima
instdncia, baseado nas caracteristicas clinicas tipicas e na exclusdo de outras doengas
(DIGNANEet al., 2012; REZENDE et al., 2013).

1.4.1. Doenca do enxerto-contra-hospedeiro aguda no figado

O figado é conhecido de maneira sucinta como o 6rgao metabolizador do corpo humano,
possuindo funcgdes diversas e importantes a fisiologia humana. O figado € a maior glandula
presente no corpo e possui uma relacao estreita com o instestino, produzindo a bile, que auxilia
no processo digestorio emulsificando gorduras, além de regular os niveis de glicose, lipideos e
proteinas no sangue (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017).

Do ponto de vista imunolodgico, o figado € responsavel pela producdo de proteinas de
fase aguda que auxiliam na ativacdo do sistema imune. Em relacdo a microbiota intestinal, o
figado, atua na modulacdo da resposta imune, filtrando substancias e microrganismos
provenientes do TGI por meio da circulacdo porta, protegendo o organismo de possiveis
infeccOes e inflamagdes. Na DECH, o figado, e o intestino, como descrito acima, podem sofrer
danos simultaneos devido a resposta inflamatdria exacerbada (GOLA et al., 2021; ZEISER,;
TESHIMA, 2021).

O diagnostico de acometimento hepatico por DECH ¢é descrito por alteragfes nos niveis
sericos de bilirrubina (conjulgada/direta), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina em niveis semelhantes aos observados em ictericia
colestatica (HARRIS et al., 2015). Os achados histopatoldgicos de pacientes com a doencas

mostram destruicdo dos ductos biliares, com perda da arquitetura normal e presenca de células
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gigantes multinucleadas. A lesdo dos ductos biliares leva a colestase, que pode ser evidenciada
por elevacdo das enzimas hepaéticas citadas. Outro achado comum é a presencga de um infiltrado
inflamat6rio mononuclear proeminente, composto principalmente por linfdcitos, plasmaocitos e
eosinofilos, que pode ser visto tanto nos espagos portais quanto nos I6bulos hepaticos, o que
causa destruicdo da interface limitante entre os hepatdcitos. A evolucdo da doenca em nivel
hepatico pode evoluir para deposi¢cdo de colageno nos espagos portais e periportais,
caracteristica da mudanca tecidual conhecida como fibrose (THOOLEN et al., 2010;
HASEGAWA et al., 2024).

1.5 TRATAMENTOS DISPONIVEIS PARA A DOENCA DO ENXERTO-CONTRA-
HOSPEDEIRO

A abordagem terapéutica da DECH inclui estratégias que nao apenas visam o alivio
sintomatico, mas também buscam modificar o curso da doenca e minimizar as complicac6es
decorrentes do processo inflamatério. No contexto da profilaxia da DECH aguda, a
Ciclosporina é amplamente utilizada como um imunossupressor, atuando por meio da inibicao
da calcineurina, o que bloqueia a ativacdo de células T e a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como a IL-2. Esse mecanismo resulta na supressdo da resposta imunolégica
exacerbada, prevenindo o dano tecidual caracteristico da doenca (TAFAZOLI, 2015). Néo
obstante, a terapia padrdo-ouro para o tratamento da DECH aguda e crbnica é uso de
corticosteroides, principalmente glicocorticoides, cuja escolha e dosagem sdo determinadas
pela gravidade do quadro clinico. Esses agentes imunossupressores sdo fundamentais no
controle da resposta inflamatdria desregulada, sendo amplamente empregados na pratica clinica
para minimizar as complicacdes associadas a DECH (ZEISER E BLAZAR, 2017).

O glicocorticoide de maior utilizacdo é a Metilprednisolona, enquanto, em casos mais
graves, opta-se pela Dexametasona devido a sua maior poténcia e duracdo de acdo (RUUTU et
al., 2013). O mecanismo de acao dos glicocorticoides no manejo da DECH fundamenta-se na
supressdo do sistema imunoldgico, por meio da reducdo da liberacdo de enzimas lisossémicas,
inibicdo da sintese de prostaglandinas e leucotrienos, diminuicdo da atividade dos linfocitos B
e T, além de bloquearem a producdo de citocinas pro-inflamatérias (CAIN E CIDLOWSKI,
2017). Entretanto, o manejo clinico da DECH ndo se limita ao uso de glicocorticoides, a
prescricdo de agentes antimicrobianos, incluindo antibacterianos, antivirais e antifingicos é
frequentemente necesséria, com o objetivo de prevenir infec¢fes oportunistas que representam

um risco significativo nesses pacientes imunossuprimidos (STANGHELLINI et al., 2017).
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Contudo, uma propor¢do significativa de pacientes submetidos ao tratamento de
primeira linha ndo responde & terapia convencional, sendo aproximadamente 40% descritos
como refratérios aos corticoides. Para esses casos, recorre-se a terapia de segunda linha, embora
ndo exista um consenso médico definitivo quanto a sua utilizacdo (ZEISER et al., 2023). Entre
as opcdes terapéuticas de segunda linha, destaca-se o Tracrolimus, um inibidor da ativacéo de
linfocitos T, que atua por meio da inibigdo da calcineurina e a Ciclosporina que pode ser
reposicionada em casos de resisténcia a corticosteroides (DIGNAN et al., 2012; TAFAZOLI,
2015). Outra alternativa € o Sirolimus, também conhecido como Rapamicina, que apresenta
acao imunossupressora ao inibir a via de sinalizacdo da proteina mTOR (Mammalian Target of
Rapamycin), essencial para a proliferacdo celular e a producdo de anticorpos (CHEN et al.,
2021).

Nos ultimos anos, diante do aumento significativo de pacientes refratarios ao tratamento
padrdo-ouro, houve uma expansdo notavel nos estudos e na busca por novas terapias
farmacoldgicas. Esse esforco resultou no desenvolvimento de opcles terapéuticas mais
recentes, como o Ruxolitinibe, um inibidor seletivo das Janus Kinases (JAK1 e JAK2), que
desempenham um papel essencial na mediacdo da sinalizacdo de diversas citocinas e fatores de
crescimento (GOUVEIA et al., 2021). Outro agente promissor é o lbrutinib, que inibe a
proliferacdo de células B por meio da inibicéo irreversivel da tirosina quinase de Bruton (BTK),
essencial para a sinalizacdo das células B. Além disso, o Belumosudil surge como uma opg¢éo
inovadora, atuando como um inibidor da atividade da serina/treonina quinase ROCK2. Essa
inibicdo regula vias de sinalizacdo mediadas por ROCK2, que desempenham papéis criticos na
modulacédo das respostas imunoldgicas pré e anti-inflamatérias (VADAKKEL et al., 2024).

Embora os avangos recentes na terapia de segunda linha representem um progresso no
manejo de pacientes refratarios 8 DECH, a eficécia limitada, os efeitos adversos significativos,
entre eles fadiga, nalseas, diarreia e dor abdominal, e os custos elevados desses tratamentos,
ainda constituem desafios consideraveis. Nesse cendrio, busca-se por alternativas terapéuticas.
Em particular, este estudo propde a investigacdo da fracdo proteolitica P1G10, extraida do latex
de maméo imaturo da espécie Vasconcellea cundinamarcensis, como uma alternativa
terapéutica para a DECH. Estudos pré-clinicos sugerem que a P1G10 possui propriedades
imunomoduladoras relevantes, capazes de produzir efeitos anti-inflamatorios em diferentes

modelos experimentais in vitro e in vivo.

1.6 A ESPECIE VASCONCELLEA CUNDINAMARCENSIS
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O Vasconcellea cundinamarcensis, popularmente conhecido como mamoeiro-da-
montanha, é uma espécie pertencente a familia Caricaceae, com distribuicdo nativa nas regides
ocidentais da América do Sul. Sua ocorréncia abrange paises como Colémbia, Equador, Peru,
Argentina, Bolivia e Chile, onde se desenvolve predominantemente em altitudes entre 1.500 e
3.000 metros acima do nivel do mar (KYNDT et al., 2005). Trata-se de uma planta arborescente
que pode alcancar alturas de 3 a 10 metros, caracterizada por um caule suculento, meduloso e
geralmente ndo ramificado, com textura lisa e coloracdo esverdeada. Suas folhas sdo grandes,
palmatilobadas, com lobulos profundos, dispostas de forma alternada ao longo do caule
(VIDIGAL, 2009).

A espécie apresenta sexualidade trioica, produzindo trés tipos de flores: femininas,
masculinas e hermafroditas (Fig 2. A). As flores femininas e hermafroditas desempenham papel
fundamental na producéao dos frutos, que possuem formato oblongado ou elipsoidal, medindo
entre 7 e 10 cm de comprimento e 3 a 6 cm de largura (KIGER, 1988; BADILLO, 2000).

Quando maduros, os frutos apresentam coloracdo amarela, polpa suculenta e contém
numerosas sementes escuras, envoltas por uma substancia gelatinosa (Fig 2. C). O sabor
insipido ou amargo dos frutos crus, que inviabiliza seu consumo in natura, resulta
principalmente da alta concentracdo de enzimas proteoliticas. Essas enzimas degradam
proteinas essenciais durante a mastigacdo, comprometendo a percep¢do do paladar e gerando
caracteristicas organolépticas desfavoraveis. No entanto, o cozimento é amplamente utilizado
para reduzir o amargor e tornar o fruto mais palatavel, garantindo maior seguranca alimentar.
Esse processo também neutraliza compostos que podem causar desconforto digestivo, como as
préprias enzimas proteoliticas ou produtos secundarios das reacdes enzimaticas, como os tiois.
Em algumas culturas, os frutos cozidos sdo utilizados na elaboracdo de compotas, geleias e
sobremesas, aproveitando seu valor nutricional e suas propriedades benéficas. Além disso, 0
processamento térmico ndo apenas melhora o sabor, mas também pode aumentar a
biodisponibilidade de determinados nutrientes presentes no fruto como proteinas, antioxidantes
(polifendis e caratenoides) e minerais como 0 magnésio (BUZETA; EYHERALDE, 1982).

Todavia, 0 aspecto relevante da espécie para esse estudo € o latex extraido do fruto, que
apresenta caracteristicas fisico-quimicas interessantes como a alta concentracdo de cisteino

proteases.
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Figura 2. (A) Inflorescéncias (B) Frutos maduros e imaturos (C) Frutos maturos; evidenciando caracteristicas da
polpa. Fonte: tropicalfruitbox.com e thjardins.com.br — acesso em: 15/01/2025

1.6.1 Fracdo proteolitica P1G10 rica em cisteino proteases

O latex do fruto da Vasconcellea cundinamarcensis, extraido de frutos em sua fase
imatura, apresenta um aspecto leitoso e viscoso, sendo composto por uma variedade de
substancias, incluindo carboidratos, vitaminas, sais minerais, peptideos, de baixo peso
molecular, além de cisteina proteases, enzimas responsaveis por sua alta atividade proteolitica
(LOGUERCIO; BRAVO; SALAS, 1990; BRAVO; HERMOSILLA; SALAS, 1994). O
processo de obtencdo da fragdo P1G10 envolve técnicas de separacdo cromatografica por
exclusdo molecular em coluna Sephadex-G10, seguidas de ultrafiltracdo, permitindo a
purificacdo e concentracdo de seus compostos ativos, como descrito por Silva et al, (2003). A
separagdo cromatografica permite a obtengéo de dois picos bem definidos, denominados P1G10
e P2G10, sendo 0 primeiro rico em cisteino proteases (APENDICE 1).

A fracdo P1G10 destaca-se por sua riqueza em cisteino proteases, apresentando a maior
atividade proteolitica ja observada entre as enzimas de outras espécies de mamaeiros, incluindo
Carica papaya. Além disso, diferem em propriedades como pH 6timo, ponto isoelétrico e
reatividade imunoldgica (GRAVINA, TERMIGNONI, SALAS, 1994; BRAVO,
HERMOSILLA, SALAS, 1994), sendo que algumas dessas enzimas estdo ausentes no latex de
Carica papaya. Essas caracteristicas conferem a fracdo P1G10 um significativo potencial
biotecnoldgico e terapéutico (BAEZA; CORREA; SALAS et al., 1990; TEIXEIRA et al., 2008)

1.6.2. Caracteristicas farmacocinéticas e aspectos toxicolégicos da P1G10
A fracdo teve a farmacocinética avaliada com sua marcacdo por =~ Tc (Tecnécio) em
camundongos Swiss, apresentando perfil farmacocinético caracterizado por uma distribuicdo

rapida (Vd = 2,32 + 1,03/hora) e minima em tecidos lipofilicos, como cérebro e tecido adiposo,
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0 que corrobora sua baixa permeabilidade por barreiras biologicas seletivas a macromoléculas.
Em relacdo a excrecdo (kel = 0,22 + 0,20/hora), foi confirmada pela alta captacdo inicial em
6rgdos envolvidos nesses processos, como figado, rins e bexiga, sendo compativel com a
natureza hidrofilica da fracdo (LEMOS et al, 2016)

A biodisponibilidade de P1G10 por via oral é inferior a 10%, sugerindo sua manutengao
no trato gastrintestinal. O aumento da radioatividade no estbmago e intestino grosso apos a
administracdo oral reforca sua interacdo com o trato digestivo (LEMOS et al.,, 2016),
corroborando estudos anteriores que mostram seu efeito gastroprotetor (ARAUJO & SILVA et
al., 2014). Em contrapartida, pelas vias intravenosa e subcutanea, P1G10 apresenta
biodisponibilidade semelhante, seguindo um modelo farmacocinético de dois compartimentos,
caracterizado por rapida biodistribuicdo apds a administracdo (LEMOS et al., 2016).

Ensaios de toxicidade gendmica, incluindo o teste de Ames e analises de microntcleos,
ndo identificaram potencial mutagénico ou genotoxico para o P1G10 nas concentraces
avaliadas. A classificacdo toxicoldgica foi apresentada como prejudicial (categoria 4), com
efeitos adversos restritos a sinais de flebite e lesbes localizadas decorrentes da administracéo
parenteral, provavelmente associadas a atividade proteolitica da fracdo. No entanto, ndo foram
encontradas alteracdes significativas na pele, olhos, membranas mucosas ou nos sistemas de

defesa, circulatdrio e nervoso central (LEMOS et al., 2016).

1.6.3. Ac¢do da fracéo proteolitica P1G10 em diferentes modelos experimentais: perspectivas
na modulacdo inflamatoria

A fracdo proteolitica PLG10 vem sendo estudada ha mais de duas décadas quanto ao seu
potencial efeito farmacoldgico em modelos experimentais in vitro e in vivo. Dentre os modelos
experimentais utilizados para a investigacdo dos efeitos da P1G10, destacam-se os modelos
murinos, que permitem a avaliacdo de sua acdo em contextos fisioldgicos e patoldgicos mais
complexos. Estudos com aplicacdo tépica em camundongos mostraram o efeito cicatrizante da
P1G10 em diferentes modelos de lesdo tecidual cutdnea. Em modelos experimentais de
qgueimaduras térmicas, a fragdo P1G10 mostrou dupla agédo terapéutica: além de estimular a
cicatrizacao tissular, acelerou significativamente o processo de epitelizacdo (GOMES et al.,
2010). Esse efeito regenerativo, também, foi observado em lesdes induzidas por radiacdo
ultravioleta (UVB), onde a P1G10 promoveu a reparacdo tecidual (FREITAS et al., 2017,
FREITAS et al., 2019). Estudos mais recentes revelaram que, no mesmo modelo de dano por
UVB, a P1G10 exerce efeito antioxidante e anti-inflamatorio, reduzindo a geragédo de espécies

reativas de oxigénio (ROS), elevando os niveis das enzimas glutationa peroxidase e catalase, e
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suprimindo a producéo das citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-1p (FREITAS et al., 2025).
Além dos modelos experimentais, um estudo clinico prospectivo randomizado avaliou a
eficacia e seguranca da P1G10 no tratamento de Ulceras cronicas em pacientes com Diabetes
mellitus tipo 2, mostrando seu potencial terapéutico em condicdes clinicas (TONACO et al.,
2018).

Com énfase nos aspectos anti-inflamatorios, estudos avaliaram o efeito modulador da
fracdo proteolitica P1G10 em modelos inflamatdrios, evidenciando sua capacidade em atenuar
processos inflamatorios exacerbados. Em modelo de colite induzida pelo acido 2,4,6-
trinitrobenzenossulfénico (TNBS), P1G10 administrado por via oral, mostra uma significativa
reducdo do perfil inflamatorio e do dano tecidual nos animais tratados. Essa acdo foi
acompanhada por uma diminuicdo na atividade da mieloperoxidase (MPO) e da proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), bem como por um aumento nos niveis da interleucina-
10 (IL-10), uma citocina conhecida por suas propriedades anti-inflamatdrias
(ALBUQUERQUE et al., 2020). Em outro modelo experimental, o tratamento oral com a
P1G10 evidenciou sua atividade protetora contra Ulceras gastricas, além de efeitos cicatrizantes
sobre as lesbes. Ainda, foram identificadas possiveis acdes relacionadas a modulacdo de
sistemas antioxidantes, contribuindo para a protecéo tecidual (SILVA et al., 2015).

De maneira notavel, efeitos antimetastaticos e antitumorais foram observados em
modelos de melanoma murino submetidos a administracdo subcutanea do P1G10, destacando
seu potencial terapéutico em neoplasias malignas (DITTZ et al.,, 2015). Em modelo de
carcinoma de mama triplo negativo, P1G10 e uma das subfracdes CMS2 sdo moduladores
inflamatorios e parecem atuar sobre macrdfagos, os mantendo com perfil M1, que atacam as
células tumorais (Dissertacdo e Tese de Ariadne Braga, dados ndo publicados).

Os achados experimentais destacam o amplo espectro de atividades bioldgicas da fracéo
proteolitica P1G10, evidenciando seu potencial como agente terapéutico em processos de
reparo tecidual, condi¢des inflamatorias, doencas neoplasicas e outras patologias. Esses
resultados reforcam a relevancia de seu uso em diferentes contextos clinicos e motivam novas
investigacOes a cerca de suas propriedades bioativas.

Em particular, a acdo imunomoduladora, anti-inflamatéria e antitumoral da P1G10
desperta grande interesse no contexto de doencas sistémicas, como a DECH. Sua capacidade
de regular a resposta inflamatoria associada a DECH torna-se um ponto de investigacao
promissor, evidenciando a necessidade de estudos que elucidem seus mecanismos especificos
de atuacdo e seu potencial terapéutico nesta condi¢do. Dessa forma, a hipotese deste estudo é

que a fragdo proteolitica P1G10 seja capaz de exercer efeitos anti-inflamatorios e
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imunomoduladores na doenca do enxerto-contra-hospedeiro, contribuindo para melhor

evolucdo clinica e sobrevida dos camundongos.
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2 JUSTIFICATIVA

A doenca do enxerto-contra-hospedeiro (DECH) é uma complicacdo grave e
potencialmente fatal que ocorre como consequéncia do transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas. Trata-se de uma doenga sistémica de rapida progressao, caracterizada por uma
resposta inflamatdria exacerbada que resulta em lesdes graves, disfuncdo e morte tecidual em
Orgdos essenciais a sobrevivéncia, como pele, mucosas, pulmdes, figado e o trato
gastrointestinal (FERRARA et al., 20017). De acordo com dados recentes, a incidéncia da
DECH pode atingir até 70% dos pacientes submetidos a esse tipo de transplante, tornando-a um
desafio. Atualmente, a terapia padrdo para o DECH consiste no uso de corticosteroides,
amplamente reconhecida como a abordagem de primeira linha para o controle da inflamacéo e
da resposta imunoldgica exacerbada. No entanto, aproximadamente 40% dos pacientes
acometidos nao respondem ao tratamento padrdo, sendo classificados como refratarios a
corticoterapia (ZHEISER et al., 2023). Esse grupo apresenta um prognostico mais desfavoravel,
uma vez que ndo existe um consenso clinico sobre a melhor estratégia terapéutica para esses
casos. Para esses pacientes, recorre-se a alternativas de segunda linha, que incluem
medicamentos imunossupressores como o Tracolimus. Contudo, essas abordagens apresentam
limitacdes, tanto em termos de eficacia quanto de seguranca, frequentemente associadas a
efeitos adversos graves. Nesse contexto, a busca por novas alternativas terapéuticas torna-se
imprescindivel. Esse estudo propde investigar uma abordagem inovadora para o tratamento de
segunda linha da DECH, utilizando uma fracdo de cisteino proteases extraida do fruto imaturo
do mamado Vasconcellea cundinamarcensis, conhecida por sua eficiente modulacéo e inibicado

de vias inflamatorias em modelos experimentais in vitro e in vivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da fracdo proteolitica de cisteino proteases (P1G10), extraida do latex de
mamao imaturo da espécie Vasconcellea cundinamarcensis, no tratamento da DECH aguda

murina em animais C57BL/6.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir a dose efetiva de P1G10, para 0s experimentos subsequentes, em curva dose resposta
(0,3, 3,0 e 30,0 mg/kg), sobre a evolugdo da DECH e sobrevida dos animais.

Em animais com DECH induzida submetidos o tratamento com PG10, avaliar:

2. O enxertamento dos 6rgaos linféides.

3. A resposta inflamatoria associada a DECH,;

3.1. O recrutamento de células inflamatdrias para os érgdos alvo da doenca (intestino)
utilizando microscopia intravital;

3.2. O acmulo de células inflamatdrias em 6rgdos-alvo (intestino e figado) por Citometria de
Fluxo;

3.3. Os niveis de citocinas e quimiocinas por ELISA

4. A evolucéo dos aspectos histopatoldgicos dos 6rgaos-alvo da DECH murina;

5. A quantificag8o das células caliciformes intestinais;

6. A translocacdo de bactérias por meio do crescimento de microrganismos no lavado
peritoneal, figado e sangue;

6.1. A permeabilidade intestinal de camundongos com DECH usando azul de Evans;

7. O efeito do enxerto-versus-leucemia (GVL).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos, isogénicos, com idades entre oito a doze
semanas, pertencentes as linhagens C57BL/6, C57BL/6-GFP+ e Balb/c, provenientes do
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram alojados
em estufas ventiladas (Alesco® ES2), em ambiente climatizado, com temperatura controlada
(22°C + 2°C) e ciclo de luz e escuriddo (7h-19h). Todos os animais tiveram acesso irrestrito a
agua e racdo (ad libitum). Todos os procedimentos experimentais conduzidos ao longo deste
estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Minas Gerais (CEUA-UFMG) nimero 93/2023.

4.2.0BTENCAO E PURIFICACAO DA FRACAO P1G10

A fracdo proteolitica P1G10 foi fornecida pelo Prof. Carlos Edmundo Salas Bravo,
Departamento de Bioquimica e Imunologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, UFMG. O latex
foi coletado a partir de incisbes no epicarpo de frutos imaturos de Vasconcellea
cundinamarcensis e armazenado a 4°C. Em seguida, o material foi liofilizado e conservado a -
20°C até o uso. Para a separacao cromatografica, 15,0 g do latex liofilizado foram dissolvidos
em 75,0 mL de tampéo de ativacdo (Apéndice A), sob agitacdo por 30 minutos, seguida de
centrifugacdo (9.000 x g, 10 min, 4°C). O sobrenadante foi filtrado em gaze dupla, e o residuo
foi reextraido com 25,0 mL do mesmo tampdo, repetindo-se o processo de centrifugacdo e
filtracdo. O filtrado combinado foi aplicado em uma coluna de gel-filtragdo (Sephadex® G-10),
previamente equilibrada por 48 h com tampéo de acetato de sodio 1,0 M. As fracbes foram
eluidas com fluxo constante de 0,25 mL/min, coletadas em aliquotas de 5 mL e monitoradas
por absorbancia a 280 nm. Dois picos cromatograficos distintos foram obtidos, sendo as fracdes
do primeiro pico reunidas para compor a fragdo P1G10 e do segundo para compor a fragao
P2G10. Para purificacdo adicional, a fracdo P1G10 foi submetida a ultrafiltracdo em membrana
com corte molecular de 10 kDa, lavada trés vezes com &gua deionizada e recolhendo a solucéo
residual que posteriormente foi liofilizada (Fig. 3). Para caracterizacdo, a fracdo P1G10 foi
submetida a determinacdo da concentracdo protéica e da atividade amidasica, utilizando o
substrato BAPNA (GOMES et al., 2008).
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Figura 3. Fracdo proteolitica liofiolizada. A fragdo proteolitica (P1G10) liofilizada apds separacéo
cromatografica em Sephadex-G10 que é posteriormente diluida e utilizada para os tratamentos experimentais.
Figura do autor- criada em: 16/01/25.

4.3. INDUCAO DA DOENCA DO ENXERTO-CONTRA-HOSPEDEIRO

Os camundongos receptores, C57BI/6, sofreram ablacdo total da medula com duas doses
de 4,5Gy de radiagdo gama realizadas no Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear
(CDTN). Posteriormente a segunda dose de irradiacdo, os animais receberam 3x10’
esplendcitos e 1x107 células da medula por injecéo intravenosa na cauda. O grupo controle
recebeu as células de C57BL/6, ou seja, transplante singénico, ndo desenvolvendo a doenca; o
grupo DECH recebeu células de Balb/c, transplante alogénico, desenvolvendo, assim, a doenca
(Fig. 4).

As células de esplendcitos foram obtidas de um pool do baco dos animais doadores, que
foram retirados, macerados e filtrados em filtro Cell Strainer Falcon® de nylon (70um) e
mantidos em RPMI-1640 Cultilab® gelado (Fig. 5). As células da medula foram retiradas do
fémur dos camundongos com o auxilio de seringas e também alocadas em meio RPMI-1640
Cultilab® gelado (Fig. 6). Os dois tipos de células foram submetidos a centrifugacdo a 1200
rpm durante 5 minutos. Apo6s o processo, o sobrenadante foi descartado, e o pellet resultante foi
ressuspendido em 10 mL de meio RPMI-1640 (Fig. 7). Deste volume, foram retirados 10 uL,
que foram diluidos em 900 pL de RPMI-1640. A partir dessa solugédo, 50 pL foram combinados
com 50 pL de azul de Tripan, garantindo uma homogeneizacdo. Posteriormente, as células
foram contadas utilizando uma cadmara de Neubauer. Esta etapa de restrigdo foi orientada com
0 objetivo de verificar as previsdes celulares e ajustar a quantidade de células viaveis para serem

enxertadas nos camundongos (BERG et al., 2021).



35

Para mitigar a toxicidade decorrente do modelo de irradiacdo corporal total, os
camundongos foram tratados, por um periodo de 15 dias, com uma solucdo oral de

ciprofloxacino (70 mg/L), adicionada & agua.

Transplante singénico
Controle

2x4,5Gy
/‘ 1,0x1 o’(
3,0010" @
Transplante alogénico
DECH
2x4,5Gy
v 9.9
1,0x107
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\ i . Q\,‘\/
~ R ~‘

Figura 4. Inducéo da doencga do enxerto-contra-hospedeiro. Duas doses de radiacdo gama de 4,5 Gy foram
aplicadas previamente ao transplante, que consistiu da injecéo de um pool de células composto por 1x107 células
da medula dssea e 3x107 de esplendcitos de animais C57BL/6J em C57BL/6J para o grupo controle (transplante
singénico), enquanto o grupo DECH recebe o pool contendo células de Balb/c (transplante alogénico). Figura do
autor criada com Biorender — criada em: 06/12/24.

Figura 5. Obtengéo das células do bago. (A) Bago retirado (B) Processamento de maceracdo para obtengao de
células do bago. Procedimento de obtencéo de esplendcitos: os camundongos sdo anestesiados e submetidos a
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eutanasia por deslocamento cervical. Em seguida, € realizada uma incisdo longitudinal para a remog¢&o do bago,
que é macerado em um CellStrainer com meio de cultura RPMI para preservagdo e obten¢do das células. Figura
do autor- criada em: 20/01/25.

Figura 6. Obtencao das células da medula. (A) Medula retirada (B) Processamento para obtencédo as células da
medula. Procedimento de obtencdo de células da medula 6ssea: os camundongos sdo anestesiados e submetidos a
eutanasia por deslocamento cervical. Em seguida, o fémur é removido, e suas células sdo extraidas com o auxilio
de uma agulha, sendo posteriormente armazenadas em meio de cultura RPMI para preservacdo. Figura do autor-
criada em: 20/01/25.

Figura 7. Processamento das células do bacgo e medula. Centrifugacéo das células do bago (esquerda) e medula
(direita) para posterior contagem das células vidveis e infusdo caudal nos animais para o transplante.

4.4. ESCOLHA DAS DOSES TESTADAS DE P1G10

As doses de 0,3, 3,0 e 30,0 mg/kg da fracdo proteolitica PLG10 foram selecionadas com
base no estudo de Albuquerque et al. (2020), intitulado "The Proteolytic Fraction From
Vasconcellea cundinamarcensis Latex Displays Anti-Inflammatory Effect in A Mouse Model of
Acute TNBS-Induced Colitis". Nesse trabalho, o0s autores demonstraram que essas
concentragfes apresentam efeitos anti-inflamatérios significativos em um modelo de colite
aguda induzida por TNBS, sugerindo uma possivel relacdo dose-resposta biologicamente

relevante. No presente estudo, a avaliagdo da melhor dose foi realizada por meio da anélise dos
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parametros clinicos em animais com DECH, tratados com a fracdo de cisteino proteases
(P1G10). Como controles, foram utilizados: 1. Grupo submetido ao transplante de células-
tronco hematopoéticas singénicas, que nao desenvolve DECH; Il. Grupo veiculo, que
desenvolve DECH e recebe apenas fosfato tamponado salino (PBS). A selecdo dessas doses
permitiu investigar ndo apenas a eficacia da P1G10 na modulacdo da DECH, mas também
estabelecer uma comparacdo direta com os achados prévios em modelos inflamatorios distintos,
garantindo uma abordagem translacional consistente. Além disso, a varia¢do entre doses baixas,
intermedidrias e altas possibilitou identificar possiveis efeitos dose-dependentes, contribuindo
para uma analise mais robusta do potencial terapéutico da fracdo proteolitica no contexto da
DECH.

4.5. AVALIACAO DE PARAMETROS CLINICOS

A avaliacdo do desenvolvimento da DECH é realizada por meio do monitoramento de
sinais clinicos apresentados pelos animais experimentais. Os parametros analisados incluem
variacao de peso, postura, textura do pelo, integridade da pele, nivel de atividade, caracteristicas
das fezes e presenca ou auséncia de sangue nas fezes (Tabela 1) A classificacdo atribuida varia
de 0 a 14, sendo determinada de forma individual para cada camundongo. A aplicacdo da escala
de avaliacdo ocorre a cada dois dias apds o transplante de células-tronco hematopoiéticas,
permanecendo em vigor ao longo de todo o periodo experimental (CASTOR et al. 2010, 2011).
Essa metodologia possibilita uma analise continua e detalhada da progressao clinica do DECH,
permitindo correlacionar os sinais clinicos com a gravidade da doenca ao longo do experimento.
Desta forma, é possivel obter dados confidveis e padronizados, que sdo orientados para a
avaliacdo dos efeitos de intervengdes terapéuticas e para a compreensdao dos mecanismos
subjacentes a patogénese da DECH.

Tabela 1: Avaliacdo dos paramétros clinicos

Critérios avaliados Pontuacéo clinica
Peso 0=normal, 1=10%, 1,5=10%-20%, 2=<20%
Postura 0= normal, 1= inclinacéo leve, 2= inclinagdo
severa
Textura do pelo 0= ndo arrepiado, 1=leve, 1,5= moderado,
2=intenso
Integridade da pele 0= sem alteracdes, 1=leve descamacdo 1,5

descamacéo e perca de pelo, 2=
descamacéo; perda de pelo e eritema
Atividade O=normal, 1=letargia leve, 2=letargia
moderada, 2=letargia grave
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Fezes 0=normal, 0,5=levemente pastosa, 1=
pastosa, 1,5= diarreia, 2= diarreia liquida
secretora.
Sangue nas fezes | 0= sem sangue 1= com sangue

4.6. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram organizados em trés grupos experimentais: grupo controle, grupo
DECH+PBS (veiculo) e grupo DECH+P1G10 (tratado). O grupo de controle consistiu em
animais submetidos a transplante singénico, ou seja, transplante entre camundongos da
linhagem C57BL/6 para C57BL/6. Esse grupo foi empregado como controle do regime de
irradiacdo, garantindo que a mortalidade encontrada em outros grupos foi atribuida a DECH e
ndo ao protocolo de condicionamento. O grupo veiculo foi composto por animais submetidos
a transplante alogénico entre camundongos da linhagem Balb/c para C57BL/6, seguido da
administracdo de PBS 1X estéril. De forma semelhante, o grupo tratado com P1G10 também
recebeu o transplante alogénico, diferenciando-se apenas quanto ao tratamento aplicado,

conforme detalhado a seguir:

GRUPO CONTROLE ~ GRUPO DECH+PBS (VEICULO) GRUPO DECH+P1G10
TCTH- SINGENICO TCTH- ALOGENICO TCTH- ALOGENICO

A

Figura 8. Grupos experimentais utilizados nas andlises: Grupo controle, que recebeu células da mesma espécie
(C57BL/6); Grupo DECH+PBS, que recebeu células de outra espécie (BALB/c) tratadas com PBS; e Grupo
DECH+P1G10, que recebeu células de outra espécie (BALB/c) tratadas com P1G10. Figura do autor criada com
Biorender- criada em: 04/01/25.

4.7. TRATAMENTOS UTILIZADOS

Os animais foram alocados em trés grupos experimentais: grupo controle, composto por
animais submetidos a transplante singénico sem qualquer tipo de intervencao terapéutica; grupo
DECH veiculo, que recebeu solugdo de PBS 1X estéril; e grupo DECH tratado, orientado a
administracdo da fracdo P1G10 na dose de 0,3 mg/kg, diluida em PBS 1X. A dose de 0,3 mg/kg

foi definida com base em um experimento prévio de dose-resposta, no qual dois grupos
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adicionais receberam 3,0 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente, e foram igualmente submetidos
ao transplante. Os tratamentos foram realizados por gavegem, de forma diaria, com inicio no
mesmo dia em que foi realizado o transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénico (Fig.
9). Foi realizado um experimento de dose-resposta inicial, no qual foram utilizados dois grupos
adicionais: DECH+P1G10 tratado com doses de 3,0 e DECH+P1G10 tradado com 30,0mg/kg.

RETIRADA

DIA DO TRATAMENTO COM P1G10 DIARIAMENTE DE TECIDOS
TATCH i E ANALISES

! | |
22D >

ESCALA CLINICA AVALIADA A CADA 2 DIAS

Figura 9. Tratamento com P1G10 0,3mg/kg diariamente por via oral. Os tratamentos com P1G10 foram
realizados por via oral desde o primeiro dia da indugao até o Gltimo dia de experimentacdo. O grupo veiculo
recebeu PBS1X por mesma via de administragdo. Figura do autor- criada em: 13/01/25.

4.8 CITOMETRIA DE FLUXO

Os animais foram eutanasiados quinze dias ap6s a inducdo da doenca, sendo coletados
intestino, baco, figado e medula. O protocolo para obtencéo de células de bago compreendeu as
seguintes etapas: as amostras foram maceradas e mantidas em RPMI enriquecido com 10% de
soro fetal bovino (SFB), seguido de centrifugacdo a 1200rpm por 5 minutos a 4°C. As amostras
foram entdo tratadas com ACK por cinco minutos, para remocdo de hemacias. Em seguida as
amostras foram ressuspendidas em PBS-1x, recentrifugadas e entdo ressuspendidas em 1mL de
RPMI enriquecido com SFB. As células vidveis foram entdo contadas em cAmara de Neubauer,
marcadas com anticorpos fluorescentes e a amostra foi diluida em FacsBuffer para leitura. Em
se tratando do isolamento das células do intestino, a porcao relativa ao jejuno-ileo foi retirada
e lavada com PBS para remocao do contetdo intestinal. O tecido foi entdo cortado em pequenos
pedacos e colocado em um Falcon contendo uma solucéo de PBS+5mM EDTA+10mM Hepes
sendo alocadas por 20 minutos no homogeneizador de solugdes (PhoenixLuferco®). Apds este
periodo a amostra foi centrifugada a 1500RPM/57/20°C e o sobrenadante foi descartado. O
pellet remanescente foi entdo ressuspendido em solucdo de HEPES sendo novamente
homogeneizado por 20 minutos e em seguida recentrifugado e o sobrenadante descartado. O
pellet foi entdo lavado duas vezes com RPMI e centrifugado 1200RPM/10°/20°C, o

sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi ressuspendido em uma solucdo de 9mg de
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Colagenase Tipo 1V Sigma-Aldrich® em 10ml de meio RPMI, sendo mantida por 90 minutos
no homogeneizador de solucgdes. A solucdo resultante foi filtrada em membrana cell strainer
Falcon® de nylon (70um) para remocdo de quaisquer pedagos remanescentes, sendo a
membrana lavada repetidamente com RPMI, para reduzir a perda de células viaveis. A amostra
foi entdo centrifugada a 1500RPM/107/20°C e o pellet foi ressupendido em 1ml de meio RPMI
para contagem na cdmara de Neubauer conforme descricdo previa.

Para obtencdo de células do figado, as amostras foram maceradas e acondicionadas em
um Falcon de 50mL com solucdo de EGTA 2,4M (em 450mL de H20 + 1,42M NaCl + 67mM
KCI + 100mM Hepes) sendo entdo colocadas em um homogeneizador de solucdes
(PhoenixLuferco®) por 10 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a
1200RPM/5°/4°C, sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido na mesma solucdo de
EGTA 2,4M sendo novamente centrifugadas a 1200RPM/5°/4°C, sobrenadante descartado e
entdo ressuspendidas em uma solucdo de albumina 0,5% (junto a NaCl 67mM; KCI 6,7mM;
Hepes 100mM; em H20). Em seguidas as células foram marcadas através do protocolo de
marcacdo de superficie celular e intracelular ja descrito. A medula somente foi utilizada para
marcacdo de H2Db e H2Dd para avaliacdo de quimerizacdo, sendo estes haplotipos de MHC
de C57BL/6j e Balb-c, respectivamente. Para tanto, as células foram obtidas através da lavagem
de fémurs dos camundongos, sete dias apds a indugdo, em seguida, foi utilizado o protocolo de
marcacao de superficie celular.

Na marcacdo de superficie celular foram adicionados 20ul de mix 1, 2 e 3 (TABELA
4), para cada 1x10° células, este mix foi preparado em Facs buffer (PBS/BSA 1%) de acordo
com as dilui¢des dos anticorpos propostos pelo fabricante. As amostras foram incubadas por 30
minutos e entdo lavadas individualmente com 200ul de PBS1x 4°C e centrifugadas a
2000RPM/57/4°C. Em seguida foram ressuspendidas em 300pl de Facs buffer.

Na marcacdo intracelular as amostras foram ressuspendidas em 200ul de formaldeido
2% e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Este passo foi realizado para que a
primeira marcacdo pudesse ser fixada. Em seguida as amostras foram centrifugadas a
2000RPM/57/4°C e o sobrenadante foi descartado. Os pellets foram incubados em brefeldina
por 3 horas nos mix’s com marcagdo para citocinas. Posteriormente foram centrifugados e
ressuspensos em 300ul de BD Perm/Wash™ buffer e incubadas por 30 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas a 2000 RPM/5°/4°C e o sobrenadante
descartado. Foi adicionado em seguida 20ul dos anticorpos diluidos em de BD Perm/Wash™

buffer e incubado por 45 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram lavadas com
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200ul de PBS1x e centrifugadas a 2000RPM/57/4°C. A amostra foi, entdo, ressuspensa em
300ul de PBS/BSA 1% e lidas em leitor FacsScalibur®.

Os dados obtidos pelo leitor FacsScalibur® foram processados utilizando o software
FlowJo® versdo 11, com a analise de cada marcador realizado de acordo com as colecdes

contidas em suas respectivas fichas de dados.

Tabela 2. Lote e fabricante dos anticorpos usados na Citometria de Fluxo

Anticorpo Lote Fabricante
Alexa 488 12480182 eBioscience
PerCP/Cyc5.5 551071 Pharmingen
Pe-Cy7 128018/560527 BioLend/Biolend
PE 55392/32008 BioLend/Biolend
APC 141708/554468 BioLend/Biolend
V421 563387/123137 BioLend/Biolend
V500 56127 BioLend/Biolend

4.9. ANALISE DO RECRUTAMENTO CELULAR POR MICROSCOPIA INTRAVITAL

A anélise por microscopia intravital permite compreender, em tempo real, a dindmica e
a interacdo celular no ambiente intestinal (HONDA et al., 2023). Para a realizacdo do
experimento, foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6j-GFP* como doadores de
células, destinados a animais receptores da linhagem Balb/c. As células foram distribuidas de
acordo com o protocolo descrito anteriormente no tépico referente a inducdo da doenca do
enxerto contra o hospedeiro (DECH). No sétimo dia apds a inducdo da DECH, os animais foram
tratados com a fracdo proteolitica P1G10 (0,3 mg/kg) administrada por via oral , uma hora antes
da andlise. Os animais do grupo controle receberam, no mesmo intervalo de tempo, solucao
estéril de PBS 1X. Para o procedimento experimental, os camundongos foram anestesiados com
xilazina (25ul) e cetamina (12,5ul) e, em seguida, posicionados cuidadosamente em decubito
lateral em uma placa mantida a 37°C. Uma incisdo foi realizada na parede abdominal,
permitindo a exposic¢do cuidadosa do mesentério e das al¢as intestinais. Essa exposi¢do foi
conduzida sobre uma placa transparente, de modo a garantir a passagem de luz necessaria para
a anélise microscopica (Fig. 10). Com o objetivo de preservar a hidratagdo do mesentério
durante o procedimento, a placa foi revestida com papel filtro, sendo o mesentério umedecido
com solucdo de PBS 1X sempre que necessario (HASHIMOTO et al., 2018; HASHIMOTO et
al., 2021). Utilizou-se uma lente objetiva de 20x acoplada a um especifico confocal intravital
(Nikon, modelo ECLIPSE 50i, objetiva 20x) para uma observacdo detalhada da

microvasculatura mesentérica e intestinal. As imagens obtidas foram capturadas por uma
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camera integrada e armazenadas para analise subsequente utilizando o software Fiji-ImageJ,
em conjunto com o plugin NIS Elements-Nikon.

Este experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento
aplicado no recrutamento celular. Para alcancar esse propdésito, uma analise foi realizada de
maneira sistematica, conforme descrito a seguir: os leucécitos classificados como rolando
foram definidos como aquelas células que se deslocavam em uma velocidade inferior aos
eritrocitos dentro de um vaso especifico. O numero de leucdécitos rolando foi determinado pela
contagem das células que atravessavam o vaso em intervalo de um minuto. Por outro lado, o0s
leucdcitos foram considerados aderentes quando permaneceram imdveis no mesmo local por
um periodo igual ou superior a 30 segundos em um vaso de 50 um de largura por 100um de
comprimento. Todas essas avaliagdes foram realizadas utilizando imagens previamente

gravadas, garantindo maior precisao e confabilidade dos resultados (COSTA et al., 2022).

BALB/C com

DECH
\ ’/"

1 hora depois ’ V4 \'f%} L)

Anestesia Incisdo e exposigao do
mesentério para analise

Tratamento oral por gavagem
P1G10 0,3mg/kg

Figura 10. Procedimento para andlise de recrutamento celular: No sétimo dia apés a indugcdo da GVHD, os
animais receberam tratamenro oral por gavagem contendo P1G10 (0,3mg/kg) ou veiculo, administrado uma hora
antes do procedimento. Antes da incisdo abdominal, os animais foram anestesiados, e 0 mesentério exposto para
possibilitar a visualizagao das vénulas mesentéricas. Figura do autor criada com o Biorender- criada em: 14/01/25.

4.10. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS POR ELISA

Apb6s quinze dias de inducdo da DECH, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Primeiro, foi retirado o soro dos animais pela veia-cava inferior,
posteriormente foram retirados o coracdo, intestino e figado. O sangue dos grupos
experimentais foi centrifugado por 10 minutos, a 1.750 rpm a 4°C, obtendo assim o soro para
andlise. O coracdo foi previamente seccionado e o &pice foi utilizado para a andlise. O intestino
foi retirado, limpo e a parte de interesse jejuno-ileo foi pesada obtendo 100mg da porcéo.
Também obtivemos 100mg do figado retirado do lobo esquerdo. Os niveis de citocinas e

guimiocinas foram aferidos nos homogenatos do soro e 6rgdos através do ensaio de Enzyme-



43

linked immunosorbent assay (ELISA). A preparacdo do tampdo de extracdo de
citocina/quimiocinas é realizada através da adicdo dos seguintes reagente ao PBS 1x
antiproteases 0,1 mM PMSF, 0,1 nM benzetonio cloridrico, 10 mM EDTA, aprotinina A 0,05%
de Tween 20, BSA e NaCL. Seguido da adicdo do tampéo de extracdo o tecido € triturado com
0 auxilio do homogeneizador (IKA® T10 Basic Ultra-Turrax®). O homogenato foi
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante obtido foi utilizado para o
ELISA. O ensaio ELISA seguiu as diretrizes fornecidas pelo fabricante (R&D System), e as
leituras das amostras foram realizadas em um espectrofotdmetro a 490 nm. O aparelho
determinou a absorbancia das amostras comparando-as com a curva padrdo de diluicdo sendo
que a concentragdo do primeiro ponto foi definida pelo fabricante da citocina/quimiocina.
Foram analisadas as citocinas TNFa, IFNy e IL-10, e as quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5.

e «
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Elisa sanduiche Pipetagem das amostras Leitura no espectrofotdmetro
em placa de 96 pogos

Figura 11. ELISA do tipo sanduiche. A pipetagem realizada em placa de 96 pocos e leitura em
espectrofotdmetro. Figura do autor criada com o Biorender- criada em: 10/12/24.

CURVA PADRAO

250ul 250ul 250ul 250ul 250ul  250ul
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1°ponto  2°ponto  3°ponto  4°ponto 5°ponto 6°ponto 7° ponto

Figura 12. Curva Padréo para ELISA: exemplo de uma diluicdo seriada aplicada para a construcdo da curva
padrdo, que serve como referéncia para a leitura no espectrofotdmetro. Figura do autor criada com o Biorender-
criada em: 10/12/24

Tabela 3. Lote e fabricante dos anticorpos usados no ELISA.

Anticorpo Lote Fabricante
TNF DY410-05 R&D Systems
INF-y DY417-05 R&D Systems
IL-10 DY485-05 R&D Systems
CCL2 DY479-05 R&D Systems
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CCL3 | DY450-05 R&D Systems
CCL5 | DY478-05 R&D Systems

4.11.  ANALISE DOS PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

No décimo oitavo dia apds a inducao da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH),
foi realizada a eutanasia dos animais. Apos esse procedimento, foram coletadas amostras de
jejuno-ileo e figado dos grupos de animais, controle, veiculo e tratados com P1G10. Os
intestinos foram completamente removidos e lavados com PBS-1x para eliminar o contetdo
intestinal. Em seguida, as porc¢des correspondentes ao jejuno-ileo foram separadas, abertas
longitudinalmente e organizadas em espirais, conforme a técnica descrita por Arantes &
Nogueira (1997). Essas espirais (Fig. 13) foram acondicionadas em cassetes plésticos e fixadas
em PFA 4% por 24 horas, sendo posteriormente transferidas para alcool 70%. O processamento
das amostras envolveu desidratacdo progressiva, passando por concentracdes de etanol de 80%,
90% e absoluto, com cada etapa durando 30 minutos. Em seguida, foi realizada a diafanizacao
utilizando xilol, com duas passagens de 20 minutos cada. As amostras foram entdo infiltradas
em parafina liquida. Os blocos de parafina resultantes desse processo foram usados para a
obtencdo de cortes de 5 um de espessura. Os cortes foram montados em laminas, que passaram
por desparafinacdo com xilol e etanol (duas passagens de 20 minutos no xilol e passagens de 2
minutos para cada concentracdo decrescente de etanol, como descrito anteriormente). As
laminas foram coradas com hematoxilina-eosina para analise histopatoldgica subsequente. As
amostras de figado seguiram o mesmo procedimento descrito para as amostras intestinais.

o Jejuno-ileo: Nas seccBes de jejuno-ileo coradas com hematoxilina e eosina
(H&E), foram examinadas as seguintes estruturas: epitélio, lamina propria, camada muscular e
serosa. As analises foram realizadas utilizando microscopia éptica com aumentos de 10x, 20x
e 40x. A pontuacdo obtida no escore histopatoldgico € contabilizada pela soma das categorias
de andlise de (WILLIAMS et al., 2007). A pontuacdo dos escores é realizada de acordo com a

classificacdo descrita na tabela a seguir:

Tabela 4. Critérios histologicos avaliativos das seccgdes de jejuno-ileo.

Escala Epitélio Lamina prépria Muscular e serosa
0 Auséncia de alteracbes = Estrutura preservada Sem alteragdes
visiveis. sem alteragdes detectaveis.
perceptiveis.
1 AlteracOes discretasde = Hiperemiadiscretae IIfiltrado discreto de
resposta celular. edema leve, com células mononucleares




infiltragdo leve de
células mononucleares
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e edema leve da
serosa.

Perda parcial da
arquitetura das criptas
e epitélio.

Hiperemia e edema
moderados com
infiltracdo de células
mononucleares.

Infiltrado moderado e
focal de células
mononucleares nas
camadas muscular e
serosa com edema
moderado.

Hiperplasia e
alteractes nucleares
proliferativas.

Hiperemia intensa e
edema acentuado, com
infiltragdo inflamatoria

Infiltrag&o intensa de
células mononucleares
com sinais evidentes

significativa e
alteracbes na
arquitetura das
vilosidades.

de inflamacdo nas
camadas muscular e
serosa.

SERCRNE —

- oyl Y
Figura 13. Representacdo dos critérios avaliados na andlise histolégica no jejuno-ileo. (A) Preparacdo do
rocombole para confeccdo das laminas histoldgicas, a direita imagem histologica da lamina confeccionada. (B)
Foto histoldgica de intestino avaliado com graduagdes minimas. (C) Foto histoldgica de intestino avaliado com
graduacdo méxima com celuridade aumentada a Iamina prépria que funde-se com a submucosa devido a destruicéo
das vilosidades, edama e congestéo, além da presenca de intensas alteragdes inflamatdrias.
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o Figado: Para a avaliacdo histopatoldgica do figado, é retirado o todo o figado e
acondicionado sob as mesmas condicOes apresentadas anteriormente (jejuno-ileo). Entretanto,
a andlise atende a outros critérios de avaliagdo. Neste 6rgdo sdo analisados os I6bulos hepéticos,
veias centro-lobulares e o espaco porta, levando em consideracdo as caracteristicas do
parénquima e do estroma do 6rgdo. Os animais foram classificados com base no somatorio
desses critérios, atingindo um total maximo de 6 pontos (GARCIA et al., 2013; CANESSO et
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al., 2014). E importante ressaltar que todas analises sdo realizadas por um patologista através

de teste cego.
Tabela 5. Critérios histolégicos avaliativos do figado

Escala Parénquima Infiltrado Inflamatorio
0 Sem alteragdes perceptiveis Ausente ou raro.
1 Alteraces discretas com Infiltrado discreto na regido
foco na vaculizacéo periportal.
citoplasmatica e eosinofilica.
2 Alterac6es na morfologia Infiltrado discreto ou
celular, vacuolizacéo difusa, moderado na regido
alteracdes nucleares. periportal e intralobular.
3 Morte hepatocitaria, Infiltrado inflamatorio nas
vacuolizacdo difusa, areas periportal e
alteraces morfologicas intralabular.
célulares e mudanca na
conformacéo do nucleo,

Figura 14. Representac¢do dos critérios avaliativos na andlise histolégica do figado. (A) Foto histoldgica do
figado avaliado com graduacfes minimas. (B) e (C) Fotos histoldgicas do figado com congestdo vascular e
infiltrado de células inflamatorias na regido periportal e centro lubular. (D) Foto histoldgica do figado com
alterag@es sugestivos de necrose e alargamento dos sinusoides.

4.12.  ANALISE DAS CELULAS CALICIFORMES DO JEJUNO-ILEO E COLON POR

COLORACAO PAS
A quantificacdo do numero de células caliciformes é amplamente realizada em
segmentos intestinais por meio da coloracdo pelo método do &cido periodico de Schiff (PAS),
técnica amplamente empregada tanto em pesquisas cientificas quanto em diagndésticos clinicos.
O muco produzido pelas células caliciformes no intestino e no colon desempenha funcdes
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essenciais para a protecdo e o bom funcionamento do trato gastrointestinal (MELLO et al.,
2012).

Para esta avaliacdo, 0s segmentos de jejuno, ileo e colon foram submetidos as mesmas
condicdes de preparo aplicados nas andlises histopatologicas, diferenciando-se apenas pelo uso
da coloracdo especifica. A coloragdo PAS € especialmente empregada para evidenciar
estruturas que apresentam alta concentracdo de macromoléculas de carboidratos, como
glicogénio e glicoproteinas neutras. Esse método permite a visualizacdo de mucosubstancias
produzidas por células caliciformes, que sdo glandulas exdcrinas unicelulares, além de destacar
telas conjuntivas e a membrana basal (GARTNER; HIATT, 2003). As regides marcadas pela
coloracdo apresentam um tom purpura-magenta, permitindo a identificacdo precisa das células
caliciformes.

Para a quantificacdo das células caliciformes no intestino, foram capturadas 15 imagens
por animal, sendo analisadas dois campos por imagem, com a contagem de 10 vilosidades em
cada campo. No caso do célon, foram capturadas 10 imagens por animal, também com a anélise
de dois campos por imagem, contendo 10 criptas por campo. As contagens foram realizadas

utilizando o software ImageJ.
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Figura 15. Epitélio intestinal e col6nico com as células caliciformes. (A) Representacdo do epitélio do jejuno-
ifleo com as células caliciformes em cor verde (B) Representacdo do epitélio do célon com as células caliciformes
em cor verde. Adapta do Biorender.com
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4.13. TRANSLOCACAO BACTERIANA

A permeabilidade intestinal aumentada é uma caracteristica bem documentada na
fisiopatologia da doenca enxerto-contra-hospedeiro (NOTH, 2011; NALLE, 2019) (FIGURA
16). Para avaliar se houve translocacdo de micro-organismos do intestino para o peritonio,
figado e, posteriormente, corrente sanguinea, realizou-se o teste de translocacéo bacteriana. A
analise teve inicio apds a morte do primeiro animal do grupo veiculo, que aconteceu no sétimo
dia apo6s a inducdo da doenca. Para o procedimento, os animais foram anestesiados com uma
combinacéo de Xilazina (80%) e Cetamina (20%). Em ambiente de fluxo laminar, o sangue foi
coletado por decapitacdo, seguido pela obtencdo da lavagem peritoneal, posteriormente foi
extraida uma amostra de 100 mg de figado, macerado em PBS 1X estéril. As amostras coletadas
foram cultivadas em duplicata: o primeiro cultivo foi realizado sem dilui¢&o e o segundo com
uma diluicdo de 1:10 em PBS 1X estéril. Todo o material coletado foi submetido ao cultivo
para deteccdo de crescimento microbiano quantitativo. As amostras de sangue, lavagem
peritoneal e figado foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultura ndo seletivo
Mueller-Hinton, o plagueamento foi realizado utilizando alca bacteriologica de 10ul. As placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 32 horas, apés foi realizada a contagem
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Figura 16. Representacdo do processo de translocacao bacteriana por pertubacdo do epitélio intestinal. Na
doenca do enxerto-contra-hospedeiro (DECH), a desregulacdo intestinal resulta em danos ao epitélio intestinal e
na perda da producdo de muco devido a reducao das células caliciformes que o compdem. O rompimento da
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barreira intestinal pode, consequentemente, favorecer a ocorréncia de infecces graves, como a sepse. Adaptada
do Biorender.com

4.14. PERMEABILIDADE INTESTINAL

Para avaliagdo da permeabilidade intestinal, os animais foram previamente gavados, no
dia anterior a eutanasia, com 400 uL de uma solucgéo de azul de Evans a 125 mg/mL, preparada
em solucdo salina estéril. Apos 24 horas, os animais foram eutanasiados e amostras de sangue
e tecidos (figado e intestino) foram coletadas. O sangue foi centrifugado a 5.000 rpm por 10
minutos a 4 °C para obtencéo do soro e diluido na proporcao 1:2 em formamida. Para os tecidos,
apos desidratacdo em estufa (37 °C por 24 horas), foi adicionado um volume de formamida
equivalente a 10 vezes o peso seco (em mg) do tecido, permanecendo em extracdo por 24 horas
a temperatura ambiente. As amostras foram pipetadas (50 uL) em placa de 96 pocos e analisadas
com leitura da absorbancia a 620 nm em espectrofotométro. A concentracdo do corante nas
amostras foi determinada por interpolagdo em curva padréo, construida a partir de diluicdes
seriadas da solugdo-mée, variando de 400 ug/mL até diluigdes subsequentes. A permeabilidade
foi expressa pela formula:
Permeabilidade= CxV/ peso(mg), onde C representa a concentragcdo de corante na amostra
(ug/mL), V o volume da solugdo (mL), e o0 peso corresponde a massa do tecido ou peso corporal
do animal em miligramas. O valor obtido foi posteriormente multiplicado por um fator de
correcdo referente ao volume inicial total utilizado na extracdo de cada amostra, garantindo a

padronizacao dos resultados entre 0s grupos experimentais.
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Figura 17- Placa lida em espectofotometro com as amostras do intestino, figado e soro com esquema
experimental. Placa de 96 pocos com a curva padrdo em duplicata e as amostras processadas que foram
posteriormente lidas nos espectofotométro para obten¢do da absorbancia. Da esquerda para direita duas primeiras
colunas, curva padrdo em duplicata, amostras da intestino, figado e soro. Figuras do autor criada com o Biorender-
criada em 23/03/25.
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4.15. RESPOSTA DO ENXERTO CONTRA LEUCEMIA (ECL ou GVL)

Para avaliar se o tratamento com P1G10 interfere na resposta antileucémica esperada
com a terapia de transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas (TCTH), foi
realizada uma inducédo tumoral utilizando células de mastocitoma P815-GFP*. O mastocitoma
é uma neoplasia maligna, causada pela proliferacdo descontrolada e excessiva de mastocitos,
células imunolégicas que desempenham um papel importante na resposta imune,
principalmente por meio da liberacdo de histamina em processos inflamatérios e alérgicos
(GYURKOCZA, 2010).

O tumor induzido pelas células P815-GFP* ¢ tratado, em grande parte, por meio do
TCTH, uma terapia que visa restaurar o sistema imunoldgico do paciente. Um dos mecanismos
curativos associados ao TCTH é a resposta do enxerto-contra-tumor, conhecido como Graft-
versus-Leukemia (GVL), na qual busca-se a erradicacdo da doenca residual minima (DRM) que
pode persistir ap6s a terapia inicial (TESHIMA; HASHIMOTA, 2023; BLEARHLEY;
BIERNACKI, 2022).

Os animais utilizados nesse experimento foram da linhagem BALB-c divididos em 5
grupos experimentais conforme descreve a figura 18: Tumor P815-GFP* + transplante
singénico-(Controle do tumor) - Tumor P815-GFP* + transplante singénico + P1G10 0,3
mg/kg- DECH sem tumor (Controle DECH) - Tumor P815-GFP* + DECH- Tumor P815-
GFP*+ DECH + P1G10 0,3 mg/kg.

ENXERTO CONTRA LEUCEMIA

: 4 5 Células
1 “ ﬁeal:tlgzitoma mastdcitoma
P815-GFP* P815-GFP
" ot L 5 3 N > N
Tumor+ TCTH SINGENICO Tumor+ TCTH SINGENICO+P1G10 DECH Tumor+ DECH+PBS Tumor+ DECH+P1G10

L

(=~ e {8~ (|

Figura 18. Desenho experimental dos grupos do experimento enxerto contra leucemia (ECL). Os grupos
foram dividios em TUMOR+TCTH SINGENICO, TUMOR+TUMOR SINGENICO+P1G10, DECH,
TUMOR+DECH +PBS e TUMOR+DECH+P1G10 para averiguar se a fragdo pode interferir no ECL. Figura do
autor criada com o Biorender- criada em: 26/01/25.
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4.16. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram planejadas e executadas com base nas recomendagdes
metodoldgicas estabelecidas por Curtis e colaboradores (2018). Inicialmente, valores
discrepantes (outliers) foram identificados por meio do teste de Grubbs (P < 0,05) e, quando
identificados, excluidos do conjunto de dados. Em seguida, a distribui¢do normal dos dados foi
avaliada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Nos casos em que a normalidade ndo foi
confirmada, optou-se pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para as andlises
subsequentes. Para a avaliacdo dos parametros clinicos, variacdo de peso, andlise
histolopatoldgica, permeabilidade intestinal e do ECL foram aplicados o one-way ANOVA. A
analise de sobrevida foi conduzida utilizando o teste de Log-rank. Nos experimentos
envolvendo microscopia intravital, citometria de fluxo, morfometria do baco e do cdlon,
dosagem de citocinas e quimiocinas por ELISA, andlise de PAS e translocacdo bacteriana, as
comparacgOes entre os grupos (DECH+PBS vs. DECH+P1G10) foram realizadas por meio do
test t. Todos os testes estatisticos foram executados com um nivel de confianca de 95% (P <
0,05) e os dados foram expressos como media dos valores + erro padrdo da média. Para a
elaboracdo dos graficos e a realizacdo das analises estatisticas, foi utilizado o software
GraphPad Prism 8.0.1.
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5. RESULTADOS
5.1. EFEITO DA P1G10 NA ESCALA CLINICA DE CAMUNDONGOS COM DECH

Foi conduzido um experimento preliminar de dose-resposta com o objetivo de
determinar a dose de P1G10 mais eficaz para o tratamento de camundongos acometidos pela
doenca do enxerto-contra-hospedeiro (DECH). As doses testadas foram 0,3 mg/kg, 3,0 mg/kg
e 30,0 mg/kg, previamente selecionadas com base em estudos anteriores realizados em modelos
murinos de colite tratados com a mesma fracao proteolitica (P1G10) (ALBUQUERQUE et al.,
2020). A avaliacdo de parametros clinicos foi realizada de acordo com a Tabela 1 descrita em
materiais e métodos. Apds a analise dos dados, constatou-se que a dose de 0,3 mg/kg mostrou
os melhores efeitos terapéuticos, evidenciados pela reducdo nas pontuacées da escala clinica,
mantendo a pontuacdo semelhante aos animais controles, submetidos ao transplante de células-
tronco hematopoiéticas (TCTH) do tipo singénico. Em contrapartida, 0s animais
DECH+VEICULO (PBS) apresentaram alteragbes progressivas dos sinais clinicos
apresentando pontuacfes superiores aos grupos controle, DECH+P1G10 0,3mg/kg e
DECH+P1G10 3,0mg/kg. Entretanto, os animais submetidos a doenca que receberam P1G10
na dose de 30,0mg/kg obtiveram pontuacéo superior aos animais DECH+PBS (Fig.19).

A analise da area sob a curva (AUC) da escala clinica, calculada com base na progressao
dos sinais clinicos ao longo dos dias apds o transplante (Fig. 20), revelou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos experimentais. A menor AUC foi observada no
grupo tratado com P1G10 na dose de 0,3 mg/kg, indicando uma reducdo na carga clinica total
da doenca ao longo do tempo, quando comparado ao grupo DECH+PBS. Em contraste, as doses
mais elevadas de P1G10 (3,0 mg/kg e 30,0 mg/kg) apresentaram AUCSs significativamente
maiores (p < 0,0001), refletindo uma piora clinica progressiva. Notadamente, a dose de 30,0
mg/kg foi associada a maior AUC entre todos os grupos, indicando ndo apenas auséncia de
efeito terapéutico, mas também uma possivel exacerbagdo dos sinais clinicos, o que sugere um

efeito deletério em doses mais altas.
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Controle: C57BL/6J —» C57BL/6J TCTH singénico

DECH: BALB/c —» C57BL/6J TCTH alogénico

Controle

DECH+PBS
DECH+P1G10 0,3mg/kg
DECH+P1G10 3,0mg/kg
DECH+P1G10 30,0mg/kg

thitd

Escala clinica

1 1 1 1 111711
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Dias apos transplante

Figura 19. A dose de 0,3mg/kg de P1G10 protegeu os camundongos com DECH da evolucéo dos parametros
clinicos da doenga. A DECH foi induzida por meio da transferéncia de células da medula 6ssea e esplendcitos
provenientes de camundongos doadores das linhagens BALB/c e C57BL/6. Os animais receptores que obtiveram
células de doadores singénicos (C57BL/6 para C57BL/6) ndo apresentaram desenvolvimento da doenca, sendo
classificados como grupo controle. Por outro lado, 0s camundongos que receberam células alogénicas (BALB/c
para C57BL/6) manifestaram a doenca, sendo designados como grupo DECH. Os grupos experimentais foram
organizados da seguinte forma: grupo controle (n=5); grupo veiculo DECH+PBS (n=6); grupo DECH+P1610
0,3mg/kg (n=6); grupo DECH+P1G10 3,0mg/kg (n=6); e grupo DECH+P1G10 30,0 mg/kg (n=6). Apds o
procedimento de transplante, os animais foram avaliados a cada 48 horas para monitoramento dos sintomas
clinicos. Os resultados sdo apresentados como média + SEM # e *P < 0.05 quando comparados ao grupo controle
e ao grupo DECH, respectivamente.
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Figura 20. Area sob a curva do gréafico de evolucéo dos sinais clinicos nos diferentes grupos experimentais.
A administracéo da fracdo proteolitica P1G10 em diferentes doses modificou a resposta clinica na DECH. Destaca-
se que a dose de 0,3 mg/kg apresentou o menor valor de area sob a curva, indicando maior eficacia na redugdo dos
sinais clinicos da doenca. Esse achado sugere uma relagdo ndo linear dose-resposta, na qual o aumento da dose
ndo necessariamente melhora o efeito terapéutico. Os grupos experimentais foram organizados da seguinte forma:
grupo controle (n=5); grupo veiculo DECH+PBS (n=6); grupo DECH+P1610 0,3mg/kg (n=6); grupo
DECH+P1G10 3,0mg/kg (n=6); e grupo DECH+P1G10 30,0 mg/kg (n=6). Os resultados sdo apresentados como
média + SEM # e *p < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo DECH, respectivamente.

5.2 EFEITO DA P1G10 SOBRE A VARIACAO DE PESO DOS ANIMAIS COM DECH
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O parametro de variacdo de peso destaca-se como um indicador particularmente
relevante na fisiopatoldgia da DECH, uma vez que camundongos que evoluem para 6bito
geralmente apresentam perda de peso significativa, variando entre 10% e 20%. No experimento
de dose resposta, os animais DECH+ VEICULO (PBS) ndo recuperaram o peso em nenhum
momento. No entanto, os animais que receberam a dose de 0,3mg/kg conseguiram reverter a
perda de peso inicial de maneira simile ao grupo controle, mantendo estavel até o final da
avaliacdo dos pardmetros clinicos. Os grupos tratados nas doses de 3,0 mg/kg e 30,0mg/kg

obtiveram variacdo de peso negativa até o final do experimento (Fig.21).
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Figura 21. Os camundongos com DECH tratados com 0,3mg/kg de P1G10 ndo apresentaram variagéo
ponderal de peso durante a avaliacdo dos parametros clinicos. A andlise da variagdo de peso corporal
demonstrou que o grupo tratado com P1G10 na dose de 0,3 mg/kg (DECH+P1G10 0,3 mg/kg) manteve um perfil
de peso estavel, sem oscilagdes significativas, em contraste com os grupos submetidos a doses maiores 3,0 mg/kg
e 30,0 mg/kg apresentaram perda de peso acentuada. Os grupos experimentais foram organizados da seguinte
forma: grupo controle (n=5); grupo veiculo DECH+PBS (n=6); grupo DECH+P1610 0,3mg/kg (n=6); grupo
DECH+P1G10 3,0mg/kg (n=6); e grupo DECH+P1G10 30,0 mg/kg (n=6). Os resultados sdo apresentados como
média + SEM # e *p < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo DECH, respectivamente.

5.3. EFEITO DA P1G10 NA SOBREVIDA DE ANIMAIS COM DECH

A sobrevida dos animais tratados com a dose de 0,3 mg/kg de P1G10 foi de 100% nos
vinte dias ap6s o TCTH alogénico. De maneira semelhante, os camundongos tratados com a
dose de 3,0 mg/kg também obtiveram sobrevida total. No entanto, observou-se que, nessa dose,
houve um aumento nas variacdes dos parametros clinicos descritos na Tabela 1 e apresentados
na Fig. 18. Por outro lado, a dose de 30,0 mg/kg néo foi eficaz na protecdo dos camundongos,
resultando no inicio da mortalidade a partir do oitavo dia e culminando em morte total dos
animais até o décimo oitavo dia. Em comparagdo, os camundongos que receberam apenas o
veiculo (PBS) tiveram inicio da mortalidade no setimo dia, com 100% de morte registrada até

0 décimo sexto dia (Fig. 22).
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Figura 22. Sobrevida dos grupos controle, DECH+VEICULO (PBS), DECH+P1G10 0,3mg/kg,
DECH+P1G10 3,0mg/kg e DECH+P1G10 30,0mg/kg. Os resultados demonstraram que a administracdo de
P1G10 na dose de 0,3 mg/kg foi capaz de previnir significativamente a mortalidade em 100%. Todos os animais
tratados apenas com veiculo (DECH+PBS) morreram até o 16° dia p6s-transplante, evidenciando a gravidade do
quadro ndo tratado. De forma semelhante, o grupo que recebeu a dose mais elevada de P1G10 (30,0 mg/kg)
apresentou 6bito de todos os individuos até o 18° dia, sugerindo um possivel efeito dose-dependente ou limitacao
terapéutica em concentracfes mais altas. Nimero de animais por grupo- controle n=5 DECH+PBS e P1G10
(0,3/3,0 e 30,0mg/kg) n=6. Os resultados sdo apresentados como média + SEM # e *p < 0.05 quando comparados
ao grupo controle e ao grupo DECH, respectivamente por Long rank test.

Com base no experimento dose-resposta, que avaliou a evolucao dos parametros clinicos
e a sobrevida dos animais com DECH a dose de 0,3 mg/kg de P1G10 foi selecionada para 0s
experimentos subsequentes. Essa decisdo fundamentou-se nos resultados superiores observados
nesse grupo, que apresentou melhora significativa nos parametros analisados em comparagao

com outras doses testadas.

5.4. AVALIACAO DO PERFIL DE LINFOCITOS T NO BACO DE CAMUNDONGOS
COM DECH

Na analise morfométrica do baco dos animais dos grupos controle, DECH+PBS e
DECH+P1G10 0,3 mg/kg, observou-se que o tamanho do 6rgdo ndo apresentou variacao
significativa entre os grupos avaliados (Fig. 23 A). No entanto, a analise do peso esplénico
revelou diferencas significativas. Os bacgos dos animais do grupo DECH+PBS apresentaram
peso significativamente maior quando comparados tanto ao grupo controle (p < 0,0001) quanto
ao grupo tratado com P1G10 0,3 mg/kg (Fig. 23 B). Esses resultados indicam que a DECH
induz um aumento do peso esplénico, possivelmente relacionado a um processo inflamatorio

ou hiperplasia reacional associada & doenca. Por outro lado, o tratamento com a fragdo
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proteolitica P1G10 foi capaz de atenuar este aumento, sugerindo um efeito modulador da fragédo
sobre a resposta tecidual exacerbada promovida pela DECH.

Para investigar os mecanismos celulares das células T relacionados producéo e ativacdo
das células imunoldgicas e dos mediadores inflamatdrios (citocinas), foi realizada uma anélise
por citometria de fluxo no baco dos camundongos submetidos a DECH no décimo quinto dia
apos a inducdo, utilizando dois painéis de anticorpos (MIXs 1 e 2), conforme descrito na tabela
4 em material e metédos. No primeiro painel (MIX 1), foram avaliados marcadores de
superficie associados aos linfocitos T auxiliares e citotéxicas- CD3*, CD4*, CD8" e CD28",
além da marcacao intracelular para as citocinas TNF-a e INF-y, envolvidas de forma direta na
fisiopatolégia da DECH. No MIX 2, utilizou-se marcagdes especificas para células T
reguladoras- T CD4*+CD25"+FoxP3"), complementadas pela marcacao intracelular da citocina
IL-10. As células T reguladores desempenham um papel fundamental na atenuacao da resposta
inflamatéria nos 6rgdos-alvo durante a fisiopatologia da DECH, pesquisas experimentais
mostram que camundongos deficientes de células T CD25" Foxp3™ apresentam sinais clinicos
mais acentuados da DECH, além de mortalidade mais precoce (WHANGBO et al., 2020; GUO
etal., 2021).

Os resultados obtidos com o painel MIX 1 apresentaram uma reducéo na frequéncia de
linfocitos T CD3" (p=0,0094), na Mean Fluorescence Intensity (MFIl) CD4"+CD8" produtores
de TNF-a (p=0,0002) e produtores de IFN-y (p< 0,001) (Fig. 24 A-E) nos animais com DECH
tratados com P1G10 (0,3mg/kg) quando comparados com os animais DECH que receberam
veiculo (PBS). Além disso, as células com perfil citotoxico tiveram uma reducdo na frequéncia
de CD8" (p< 0,05), e MFI CD8"CD28" (p< 0,05), CD8" produtores de TNF-o. (p< 0,05) e IFN-
v (p< 0,05) (Fig.25 A-E).

Com base na andlise dos dados obtidos por citometria de fluxo para as células T
reguladoras (M1X2), observou-se uma diferenca estatisticamente significativa na expresséo da
molécula CD25" (p< 0,05), avalida por MFI, com aumento nos grupo tratado DECH+P1G10
0,3mg/kg quando comparado ao grupo DECH+PBS (Fig 26 B). Além disso, a producéo de IL-
10, também mensurada por MFI, apresentou maior producdo, com diferenca significativa (p<
0,05) no grupo tratado com a fracdo (Fig. 26 E). Entretanto, ndo encontramos diferenca
significativa na frequéncia e na MFI das células que expressam FOXp3* nos grupos avaliados
(Fig. 26 C, D).
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Figura 23. Morfometria do baco dos animais controle, DECH+PBS, DECH+P1G10. (A) Imagem
representativa dos grupos analisados (B) Peso dos bacos dos grupos Controle, DECH+PBS e DECH+P1G10.
NUmero de animais na morfometria do bago: controle n=5, DECH+PBS n=7, DECH+P1G10 n=7. Os dados
apresentados correspondem a média e erro padrdo da média. Os resultados sdo apresentados como média + SEM
e p < 0.05 por one-way-ANOVA.
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Figura 24. Tratamento com P1G10 alterou a frequéncia e MFI de células T auxiliares no baco de animais
com DECH. Auvaliagdo do perfil celular dos células T CD4+ no baco. (A) Frequéncia de CD3* (B) Frequéncia de
CD4* (C) MFI de CD4*CD28* (D) MFI de CD4*CD28* produtor de TNF-a (E) MFI de CD4*CD28* produtor de
IFN-y.. Numero de animais na citometria de fluxo: controle n=6, DECH+PBS n=6, DECH+P1G10 n=6. Os
resultados séo apresentados como média £ SEM e p < 0.05 por test T student.
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Figura 25. Tratamento com P1G10 alterou a frequéncia e MFI de células T citotdxicas no baco de
animais com DECH. Avaliacdo do perfil celular dos células T CD8+ no baco. (A) Frequeéncia de CD8* (B) MFI
de CD8* CD28* (C) MFI de CD8** CD28" produtor de TNF-a (D) MFI de CD8* CD28" IFN-y . Numero de
animais na citometria de fluxo: controle n=6, DECH+PBS n=6, DECH+P1G10 n=6. Os dados apresentados
correspondem & media e erro padrdo da média. Os resultados sdo apresentados como média + SEM e p < 0.05 por
test T student.
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Figura 26. Tratamento com P1G10 alterou a MFI da células T reguladoras CD25* e
CD4*CD25*FoxP3*IL-10* no bago de animais com DECH. Avaliacdo do perfil celular dos células T reg no
baco. (A) Frequeéncia de C25* (B) MFI de CD25+ (C) Frequéncia de CD25+ FoxP3* (D) MFI de
CD4*CD25*FoxP3* (E) MFI de CD4*CD25*FoxP3* produtor de IL-10. Numero de animais na citometria de
fluxo: controle n=6, DECH+PBS n=6, DECH+P1G10 n=6. Os resultados sdo apresentados como média + SEM e
p < 0.05 por test T student.
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5.5. AVALIACAO DO PERFIL DE MACROFAGOS NO BACO DE CAMUNDONGOS
COM DECH

No baco, 0os macrofagos sdo essenciais na resposta imune, atuando na remogédo de
células apoptoticas, apresentacdo de antigenos e modulacao da inflamacao. Além disso, o baco
é um importante ativador da resposta imune, servindo como local de diferenciacdo e ativacao
de células imunologicas, incluindo macréfagos, que influenciam diretamente a progressao da
DECH (XU, 2025). O painel MIX3 (marcadores F4/80, CD11b, Ly6C, CD86+ e CD206+)
permite uma andlise detalhada da funcéo e modulagdo dos macrofagos esplénicos, fornecendo

informacdes sobre sua producdo e ativacao.
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Os resultados revelaram diminuicdo na frequéncia de macrofagos M1 (p< 0,05), assim
como nos niveis de MF1 CD86" (p< 0,05) nos camundongos DECH+P1G10 (0,3mg/kg)
quando comparado aos animais DECH+PBS (Fig. 27 A-B). em animais tratados com P1G10.
Por outro lado, os resultados revelaram diminuicdo ao aumento na frequéncia de macrofagos
M2 e na ativacdo por MFI CD206" (Fig. 27 C-D).
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Figura 27. A P1G10 diminuiu a frequéncia de macrofagos M1 e a ativagdo em MFI CD86* no baco
de camundongos com DECH. Avaliacdo do perfil celular de macréfagos no bago. (A) Frequeéncia de M1* (B)
MFI M1*CD86* (C) Frequéncia de M2* (D) MFI M2*CD206*. NUmero de animais na citometria de fluxo: controle
n=6, DECH+PBS n=6, DECH+P1G10 n=6. . Os resultados sdo apresentados como média + SEM e p < 0.05 por
test T student.

GATE para macréfagos M1 CD86* (PRO-INEFMATORIO) e M2 CD206* (ANTI-INFLAMATORIO)
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5.6. EFEITO DO TRATAMENTO COM P1G10 SOBRE O RECRUTAMENTO DE
CELULAS INFLAMATORIAS PARA O INTESTINO DE CAMUNDONGOS COM DECH
Com o objetivo de avaliar se a fracdo proteolitica P1G10 influencia o rolamento
leucocitario e/ou a adesdo de leucocitos nos vasos mesentéricos intestinais, foi utilizada a
técnica de microscopia intravital utilizando células GFP+ transplantadas, conforme descrito na
metodologia. Os resultados encontrados mostraram que a administragéo de P1G10, na dose de
0,3 mg/kg, ndo exerceu impacto significativo sobre a migracdo celular. Portanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos tratados com P1G10 e o
grupo de veiculo (PBS) em relagcdo aos pardmetros de rolamento e adesdo leucocitaria. Esses
achados indicam que, na dose avaliada, o P1G10 ndo altera de forma relevante os mecanismos

de interacdo celular nos vasos mesentéricos durante o processo inflamatério da DECH.
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Figura 28. A P1G10 ndo interfere nos paramétros de rolamento e adesdo leucocitario. Avaliagdo do
recrutamento celular de células nos vasos mesentéricos intestinais. (A) Rolamento de células por minuto nos vasos
mesentéricos intestinais. (B) Adesao de células em vaso mesentérico intestinal de 100 um de comprimento. Os
dados apresentados correspondem a média e erro padrdo da média. Nimero de animais avaliados: DECH+PBS n=
06, DECH+P1G10 n=06.

5.7. AVALIA(;AO DO PERFIL DE LINFOCITOS T DO INTESTINO POR CITOMETRIA
DE FLUXO DE CAMUNDONGOS COM DECH

No décimo quinto dia apds a inducdo da doenca foi realizada a andlise do perfil dos
linfocitos T auxiliares e citotoxicos do intestino dos animais com DECH submetidos os
tratamento com P1G10 e os animais que receberam apenas PBS com o intuito de avaliar se
houve diferenca entre as células imunes recrutadas para a 6rgdo-alvo dos diferentes grupos.

Empregando um painel Gnico de marcagdo (MIX1), investigamos a producgédo de TNF-
a e IFN-y em subpopulagdes distintas de linfocitos T CD4+ e CD8+. Nossos resultados
revelaram uma diminuicdo notadvel na frequéncia de linfocitos T auxiliares ativados
CD3+CD4+CD28+ (p< 0,05) (Fig. 29 C). Adicionalmente, observamos uma reducdo

significativa na intensidade média de fluorescéncia (MFI) de células T citotdxicas ativadas
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CD8+CD28+ * (p< 0,05), bem como uma diminui¢do na quantidade dessas mesmas células
ativadas produtoras de IFN-y (Fig. 30 C ¢ E) nos animais com DECH tratados com P1G10
0,3mg/kg, em comparacdo com o grupo DECH+PBS.

No segundo painel de anticorpos (MIX 2), o foco da investigacdo foi nas células T
reguladoras, conhecidas como T reg. Para essa analise, foram utilizados marcadores
extracelulares para T CD4"+CD25"+FoxP3*, complementados pela marcacéo intracelular da
citocina 1L-10, mesma forma de andlise utilizada no bago. O objetivo foi de identificar e
quantificar subpopulacdes reguladoras com potencial para modulacdo da resposta inflamatoria
para um perfil mais anti-inflamatorio.

Nos resultados obtidos encontramos um aumento na frequéncia do marcador CD25 *
(p< 0,05) (Fig. 31 A) nos animais tratados com P1G10 (0,3mg/kg), assim como aumento do
mesmo marcador por MFI (p< 0,001) (Fig. 31 B) quando comparados com 0s animais
DECH+PBS. Poréem, ndo foram encontradas diferencas significativas entre 0s grupos nos
marcadores CD4"+CD25"+FoxP3* e CD4"+CD25"+FoxP3*IL-10" em células T reg do jejuno-
ileo (Fig.31C,DeE).
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Figura 29. A P1G10 diminuiu a ativacao das células TCD4* no jejeuno-ileo dos camundongos com
DECH. Avaliacao do perfil celular dos células T CD4+ no jejuno-ileo. (A) Frequeéncia de CD3* (B) Frequéncia
de CD4* (C) MFI de CD4*CD28* (D) MFI de CD4*CD28* produtor TNF-o. (E) MFI de CD4*CD28" produtor
IFN-y. NUmero de animais na citometria de fluxo: controle n=5, DECH+PBS n=4, DECH+P1G10 n=5. Os
resultados sdo apresentados como média = SEM e p < 0.05 por test T student.
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Figura 30. A P1G10 diminuiu a ativagéo das células TCD8* e quantidade de IFN-y no jejeuno-ileo
dos camundongos com DECH. Avaliacao do perfil celular dos células T CD8+ no jejuno-ileo. (A) Frequeéncia
de CD3"* (B) Frequéncia de CD8* (C) MFI de CD8*CD28*. (D) MFI de CD8*CD28* produtor TNF-a (E) MFI de
CD8*CD28* produtor de IFN-y. Numero de animais na citometria de fluxo: controle n=5, DECH+PBS n=4,
DECH+P1G10 n=5. Os resultados sdo apresentados como média + SEM e p < 0.05 por test T student.
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Figura 31. A P1G10 aumentou a ativagdo de células T CD25" reguladoras no jejuno-ileo de
camundongos com DECH. Avaliagao do perfil celular dos células T reg no jejuno-ileo. (A) Frequéncia de CD25*
(B) MFI de CD25* (C) Frequéncia de CD4*CD25+FoxP3* (D) MFI de CD4*CD25+FoxP3* (E) MFI de
CD4*CD25+FoxP3* produtora de IL-10. Numero de animais na citometria de fluxo: CONTROLE n=5

DECH+PBS n=6, DECH+P1G10 n=5. Os resultados sdo apresentados como média + SEM e p < 0.05 por test T

student.
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5.8. AVALIACAO DO PERFIL DE MACROFAGOS NO INTESTINO POR CITOMETRIA
DE FLUXO

No contexto DECH, os macrofagos intestinais desempenham um papel crucial na
regulacdo da inflamacéo, reparo tecidual e resposta imune. Sua polarizacdo (pro-inflamatéria
M1/CD86+ ou anti-inflamatéria M2/CD206+) influencia diretamente a progressao da doenca
(XU et al., 2025). Com base em evidéncias prévias de que a fracdo proteolitica P1G10 modula
0s niveis de macrofagos em outros modelos experimentais in vitro e in vivo, realizamos uma
analise especifica no tecido intestinal por citometria de fluxo, utilizando o painel MIX3 (F4/80,
CD11b, Ly6C, CD86" e CD206"). Os resultados revelaram que o tratamento com P1G10
induziu uma modulacéo significativa no perfil dos macrofagos intestinais no modelo de DECH.
Os animais do grupo DECH+P1G10 apresentaram reducdo marcante na ativacdo de macréfagos
pré-inflamatérios M1 (CD86+) (p< 0,0001; Fig. 32 B), aumento na frequéncia de macréfagos
anti-inflamatoérios M2 (CD206+) (p< 0,05; Fig. 32 D) no jejuno-ileo, em comparagdo ao grupo
controle (DECH+PBS). Entretanto, a frequéncia basal de macréfagos M1 e M2 (Fig. 32 A e C)
ndo diferiu entre os grupos, sugerindo que a P1G10 atua principalmente na modula¢édo funcional

(ativacdo/ polarizacdo) dessas células, e ndo em sua frequéncia total.
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Figura 32. A P1G10 diminuiu a ativa¢do de M1 CD86* e aumentou MFI M2 CD206* no jejuno-ileo
de camundongos com DECH. Avaliacéo do perfil celular de macréfagos no jejuno-ileo. (A) Frequeéncia de M1*
(B) MFI M1*CD86" (C) Frequéncia de M2* (D) MFI de M2*CD206*. Nimero de animais na citometria de fluxo:
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CONTROLE n=5, DECH+PBS n=4, DECH+P1G10 n=5. Os resultados sdo apresentados como média+ SEM e p
< 0.05 por test T student.

GATE para macréfagos M1 CD86+ (PRO-INFMATORIO) e M2 CD206+ (ANTI-INFLAMATORIO)
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5.9. EFEITO DA P1G10 NOS NIVEIS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NO JEJUNO-
ILEO DE CAMUNDONGOS COM DECH

Com base em evidéncias prévias que demonstram a capacidade do P1G10 em reduzir a

3 4
0 10 10 10

concentracdo de citocinas em modelos experimentais (colite, queimaduras e tumores),
avaliamos os niveis de mediadores inflamatdrios envolvidos no recrutamento celular para
orgdos-alvo, com foco no intestino. Foram quantificadas as concentracfes das citocinas TNF-
a, IFN-y e IL-10 e das quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5 na regido do jejuno-ileo, utilizando
amostras coletadas no 15° dia p6s-inducéo da DECH.

Os animais tratados com a dose de escolha P1G10 a 0,3mg/kg apresentaram reducéo
nos niveis das citocinas TNF-a (p< 0,05), IFN-y (p< 0,05) (Fig. 33. A e B) quando comparados
aos animais que receberam DECH+PBS. Entretanto, ndo houve aumento ou redugéo dos niveis
da citocina I1L-10 (Fig. 33 C), caracterizada por perfil anti-inflamatorio. De igual modo, houve
reducdo nos niveis da quimiocina CCL2 (p< 0,05) e CCL3 (p=0,0001) (Fig. 33 D e E),
guimiocinas pro-inflamatérias, que possuem como papel central o recrutamento de mandcitos-
macrofagos da corrente sanguinea para tecidos inflamados. A quimiocina CCL5 (Fig. 33 F)

ndo apresentou alteragdo significativa entre 0s grupos.
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Figura 33. A P1G10 diminuiu a concentracdo de citocinas e quimiocinas no intestino de
camundongos com DECH. Anélise de TNF-a., IFN-y, IL-10, CCL2, CCL3, CCL5 por meio do ensaio de ELISA.
(A) Quantidade de TNF-a em pg/100 mg no jejuno-ileo. (B) Quantidade de IFN- y em pg/100 mg no jejeno-ileo.
(C) Quantidade de I1L-10 em pg/100 mg jejeno-ileo. (D) Quantidade de CCL2 em pg/100 mg no jejuno-ileo. (E)
Quantidade de CCL3 em pg/100 mg no jejuno-ileo. (F) Quantidade de CCL5 em pg/100 mg no jejuno-ileo.
Numero de animais avaliados quanto as citocinas e quimiocinas: controle n=06, DECH+PBS n=08 DECH+P1G10
n=8. Os resultados sdo apresentados como média + SEM e p < 0.05 por test T student.

5.10. AVALIA(;AO DO PERFIL DE LINFOCITOS T NO FIGADO DE CAMUNDONGOS
COM DECH POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para avaliar a dindmica da resposta imunologica nos 6rgaos-alvo, estendemos a analise

realizada no baco e intestino, no 15° dia p6s-inducdo da DECH, ao figado dos camundongos

com o objetivo de avaliar os padrdes de recrutamento, ativacao e a producéo local de citocinas.

Os resultados mostraram uma reducdo significativa na MFI de células CD3" CD4*
CD28" produtoras de TNF-a (p< 0,05) nos animais tratados com P1G10 (0,3 mg/kg), quando
comparados ao grupo DECH+PBS (Fig. 34 D e E). Os animais tratados com P1G10
apresentaram, ainda, aumento de MFI na frequéncia de células CD8" (p< 0,05) e de células
CD8'CD28*IFN-y* (p< 0,001) (Fig. 35 C e D), quando comparados aos animais com DECH
que receberam apenas veiculo. Em relacdo as marcacdes para linfocitos T reg, observou-se
aumento na frequéncia e MFI das células T CD4*CD25" do grupo DECH+P1G10 0,3mg/kg
quando comparado ao grupo DECH+PBS (Fig. 36 D).
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Figura 34. A P1G10 alterou significadamente a quantidade de TNF-a no figado de animais com
DECH. Avaliacéo do perfil celular dos células T CD4+ no figado. (A) Frequéncia de CD3* (B) Frequéncia de
CD4* (C) MFI de CD4*CD28*. (D) MFI de CD4*CD28* produtor TNF-o. (E) MFI de CD4*CD28* produtor de
IFN-y. NUmero de animais na citometria de fluxo: controle n=5, DECH+PBS n=4, DECH+P1G10 n=5. Os
resultados sdo apresentados como média = SEM e p < 0.05 por test T student.
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Figura 35. A P1G10 alterou a frequéncia de células T citotoxicas CD8* e quantidade de
CD8*CD28*IFN- v no figado de camundongos com DECH. Avaliagao do perfil celular dos células T CD8* no
figado. (A) Frequeéncia de CD3* (B) Frequéncia de CD8* (C) MFI de CD8**CD28* (D) MFI de CD8*CD28*
produtor TNF-a (E) ) MFI de CD8*CD28* produtor de IFN-y. Nimero de animais na citometria de fluxo: controle

n=5, DECH+PBS n=4, DECH+P1G10 n=5. Os resultados séo apresentados como média + SEM e p < 0.05 por
test T student.
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Figura 36. A P1G10 aumentou os niveis de frequéncia e MFI das células T CD4*CD25* reguladoras
no figado de animais com DECH. Avaliacdo do perfil celular dos células T reg no figado. (A) Frequéncia de
CD25* (B) MFI de CD25* (C) Frequéncia de CD4*CD25*FoxP3* (D). MFI de CD4*CD25*FoxP3+ (E) ). MFI de
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CD4*CD25*FoxP3* produtora de IL-10. NUmero de animais na citometria de fluxo: controle n=5, DECH+PBS
n=5, DECH+P1G10 n=5. Os resultados sdo apresentados como média £ SEM e p < 0.05 por test T student.
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5.11. AVALIAQAO DO PERFIL DE MACROFAGOS NO FIGADO DE CAMUNDONGOS
COM DECH POR CITOMETRIA DE FLUXO

No figado, os macrofagos residentes, conhecidos como células de Kupffer, localizam-
se nos sinusoides hepaticos e desempenham fungdes essenciais, como a fagocitose de bactérias
e a remocao de hemacias envelhecidas (KOLIOS et al., 2006; DOU et al., 2020). Na DECH,
essas células tém um papel central na ativacdo da resposta imune, promovendo a liberagdo de
citocinas pro-inflamatorias (como TNF-a e IL-6) e recrutando outras células inflamatdrias, o
que amplifica a lesdo tecidual. Além disso, a ativacdo excessiva das células de Kupffer pode
contribuir para a disfuncéo hepatica (ZEISER; TESHIMA, 2021).

Os resultados indicaram diminuicdo de macréfagos M1 CD86 por MF1 nos animais
DECH+P1G10 (0,3 mg/kg) (p< 0,05) em camparacdo com os animais DECH+PBS (Fig 37 B).
Né&o foram encontradas mudancas significativas para a frequéncia de macréfagos M1 e M2, e
MFI para M2 CD206" (Fig. 37 A, C e D).
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Figura 37. A P1G10 diminuiu a ativagdo MFI M1CD86+ no figado de camundongos com DECH.
Avaliacdo do perfil celular de macréfagos no figado. (A) Frequeéncia de M1 (B) MFI de M1*CD86" (C)
Frequéncia de M2 (D) MFI de M2*CD206*. Numero de animais na citometria de fluxo: CONTROLE n=5,
DECH+PBS n=6, DECH+P1G10 n=6. Os resultados sdo apresentados como média + SEM e p < 0.05 por test T

student.
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5.12. QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NO FIGADO
DE ANIMAIS COM DECH.

Com base em evidéncias prévias que demonstram a capacidade do P1G10 em reduzir a
concentracdo de citocinas em modelos experimentais (colite, queimaduras e tumores),
avaliamos os niveis de mediadores inflamatérios envolvidos no recrutamento celular para
orgdos-alvo, agora no figado. Foram quantificadas as concentragdes das citocinas TNF-a, IFN-
v e IL-10 e das quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5 no 6rgdo utilizando amostras coletadas no
15° dia po6s-inducdo da DECH.

De maneira similar ao jejuno-ileo houve reducéo nos niveis da citocina TNF-a (p< 0,05)
(Fig. 38 A). Todavia, as demais citoninas IFN-y, IL-10 (Fig. 38 B e C), ndo apresentaram
alteracdes significativas. Os niveis de quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5 (Fig. 38 D, E e F),
ndo apresentaram reducdo ou aumento significativo.
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Figura 38. A P1G10 diminuiu a concentracdo TNF-a no figado de camundongos com DECH.
Anélise de TNF-a , IFN- v, IL-10, CCL2, CCL3, CCL5 por meio do ensaio de ELISA. (A) Quantidade de TNF-a
em pg/100 mg no figado. (B) Quantidade de IFN- y em pg/100 mg no figado. (C) Quantidade de IL-10 em pg/100
mg figado. (D) Quantidade de CCL2 em pg/100 mg no figado. (E) Quantidade de CCL3 em pg/100 mg no figado.
(F) Quantidade de CCL5 em pg/100 mg no figado. NUmero de animais avaliados quanto as citocinas e quimiocinas:
controle n=06, DECH+PBS n=06 DECH+P1G10 n=6. Os resultados sdo apresentados como média + SEM e p <

0.05 por test T student.
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5.13. EFEITO DO TRATAMENTO COM P1G10 SOBRE A LESAO INTESTINAL E
HEPATICA DE CAMUNDONGOS COM DECH

A DECH provoca danos estruturais significativos nos érgdos-alvo. Para avaliar essas
lesGes, realizamos uma analise histologica por meio da técnica de hematoxilina-eosina (HE),
que permitiu identificar e quantificar as alteracbes morfoldgicas decorrentes da doenca no
intestino e figado dos camundongos. As altera¢des histopatologicas foram sistematicamente
pontuadas com base nos critérios estabelecidos nas Tabelas 5 e 6- descritas em materiais e
métodos, demonstrando claramente o impacto da DECH na arquitetura tecidual desses 6rgaos.
Os resultados da andlise histoldégica com os tecidos corados pela técnica de
hematoxilina-eosina (HE) ndo evidenciaram diferencgas estatisticamente significativas entre os
grupos veiculo (DECH+PBS) e tratados com P1G10 (0,3 mg/kg), no jejuno-ileo, colon e figado
(Figs. 39 A-C). No grupo controle, submetido ao transplante de células tronco-hematopoiéticas
singénico, ndo foram identificados danos teciduais progressivos nos orgaos-alvo (Fig. 39 A-C)
Entretanto, diferencas significativas foram identificadas nas porgdes intestinais avaliadas e no
figado ao comparar os grupos controle x DECH+PBS e Controle x DECH+P1G10 0,3 mg/kg
(Fig. 39 A-C). Esses achados evidenciam que, apesar da auséncia de progressao tecidual no
grupo controle, as lesdes caracteristicas da DECH estéo presentes e bem definidas nos érgéos-

alvo avaliados, reforgando a relevancia do modelo experimental.
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Figura 39. A P1G10 nao evitou a lesdo histopatoldgica dos camundongos submetidos @ DECH no jejuno-
ileo, cdlon e figado. Andlise estatistica dos danos histologicos. (A) Analise estatistica do escore histologico de
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cortes de jejuno-ileo. (B) Analise estatistica do escore histolégico de cortes de colon. (C) Analise estatistica do
escore histolégico de cortes do figado. Os resultados sdo apresentados como média + SEM P<0.05 por One-way-
ANOVA.

Figura 40. Imagens representativas do jejeu-ileo. (A) Imagem representativa do grupo controle TCTH
singénico. (B) Imagem representativa do grupo veiculo. (C) Imagem representativa do grupo tratado com P1G10
0,3mg/kg.

VEicuLo

Figura 41. Imagens representativas do colon. (A) Imagem representativa do grupo controle TCTH singénico.
(B) Imagem representativa do grupo veiculo. (C) Imagem representativa do grupo tratado com P1G10 0,3mg/kg.
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Figura 41. Imagens representativas do figado. (A) Imagem representativa do grupo controle TCTH singénico.
(B) Imagem representativa do grupo veiculo. (C) Imagem representativa do grupo tratado com P1G10 0,3mg/kg.

5.14. AVALIA(;AO MORFOMETRICA DO COLON DE ANIMAIS COM DECH
Uma das principais estratégias para avaliar a colite em modelos experimentais com
camundongos é a analise morfométrica do cdlon, uma vez que processos inflamatorios
intestinais acarretam reducao significativa no comprimento do 6rgéo (IACCARINO et al., 2019).
Neste estudo, realizamos a analise morfométrica comparativa do célon entre trés grupos
experimentais: animais controles (TCTH singénico), DECH+PBS e DECH+P1G10. A
mensuracdo cuidadosa do comprimento colonico permitiu quantificar indiretamente a
gravidade da inflamacéo, considerando que célons saudaveis mantém sua arquitetura alongada.
Os resultados indicam que os animais DECH+PBS apresentam o c6lon menor em relacéo aos
animais DECH+P1G10 (p< 0,05), o grupo veiculo também apresenta o célon menor que 0s
animais controle que sdo submetidos ao transplante alogénico de células-tronco

hematopoiéticas (p< 0,05) (Fig 45 A e B).
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Figura 44. A P1G10 preveniu a reducao no tamanho do c6lon em animais com DECH. (A) Tamanho
do célon dos grupos controle, DECH+PBS e DECH+P1G10 (B) Imagem representativa do tamanho do co6lon da
esquerda para direita grupo controle, DECH+PBS e DECH+P1G10 0,3mg/kg. Nimero de animais na morfometria
do célon: CONTROLE n=5, DECH+PBS n=5, DECH+P1G10 n=5. Os resultados sdo apresentados como média
+ SEM e p < 0.05 por one-way-ANOVA.

5.15. QUANTIFICACAO DE CELULAS CALICIFORMES NO JEJUNO-ILEO E COLON
DE CAMUNDONGOS COM DECH

A camada de muco que recobre as superficies mucosas, particularmente no trato
gastrointestinal, é essencial para a homeostase e a defesa do hospedeiro. Composta
principalmente por mucinas, glicoproteinas altamente glicosiladas secretadas pelas células
caliciformes, essa barreira viscosa atua como a primeira linha de protecdo contra patdgenos,
impedindo a adesdo e a translocacdo bacteriana do Iimen intestinal para os tecidos subjacentes.
Na DECH ocorre uma destruicdo massiva das células caliciformes, resultando na deplecdo da
camada de muco e na exposic¢do direta do epitélio intestinal a microbiota luminal (ERIGUCHI
etal., 2012; ARA, 2020).

A marcacdo com PAS foi realizada em toda a extensao do intestino. No jejuno-ileo, a
analise ndo revelou diferencas estatisticamente significativas na quantidade de células
caliciformes entre os animais com DECH tratados com veiculo (PBS) e os tratados com P1G10
(0,3 mg/kg). Entretanto, no célon, observou-se um aumento significativo no niamero de células
caliciformes nos animais que receberam P1G10 em comparacdo ao grupo DECH+PBS (p<
0,05) (Fig 43 A). Além disso, a area positiva para PAS, também, foi maior nesses animais,
indicando um possivel efeito na preservacdo das células caliciformes na regido distal do
intestino (p< 0,05) (Fig. 43 B).
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Figura 43. A P1G10 preveniu a reducdo de células caliciformes no célon de camundongos
submetidos 8 DECH. Quantificagio das células caliciformes com corante Acido Periddico de Schiff (PAS). (A)
Quantificagdo de células caliciformes no cdlon por mm? (B) % de area positiva para PAS. Apos a inducdo da
DECH os camundongos foram eutanasiados no 15° dia e foram coletadas amostras do jejuno-ileo. Para avaliacdo
das células caliciformes foi realizada a coloragdo de PAS no tecido. Nimero de animais avaliados: controle n=5
DECH+PBS n= 05, DECH+P1G10 n=05. Os resultados séo apresentados como média + SEM e p < 0.05 por test
T student.

Figura 44. Cortes do c6lon por coloracdo PAS para analise de células caliciformes. As células calicirformes
evidenciadas com coloragdo plrpura. (A) Controle TCTH singénico (B) Veiculo (C) P1G10 0,3mg/kg.
5.16. AVALIACAO DA TRANSLOCACAO BACTERIANA-EIXO-INTESTINO,
CAVIDADE PERITONIAL, FIGADO E CORRENTE SANGUINEA

A translocacdo bacteriana € um achado frequente em animais com DECH, decorrente
principalmente da destruicdo do epitélio intestinal. A inflamacdo exacerbada promove: perda
de células caliciformes (reducdo da camada de muco protetor), danos as tight junctions

(aumentando a permeabilidade), e disbiose (crescimento de patégenos oportunistas). Essas
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alteracdes permitem que bactérias do lumen intestinal migrem para a circulacdo sistémica,
agravando a resposta inflamatoria (TU et al., 2016; ARA et al., 2020).

Para investigar o efeito preventivo do tratamento com a fracéo proteolitica P1G10 sobre
a translocacdo bacteriana, foi realizada a anélise da presenca de microrganismos no figado, no
lavado peritoneal e na corrente sanguinea dos animais. Os resultados demonstraram que 0S
camundongos tratados com P1G10 ndo apresentaram crescimento bacteriano nos locais
avaliados (Fig. 45 A, B e C), em contraste significativo com o0s animais que receberam apenas
o0 veiculo, nos quais foi observada presenca de bactérias (Fig. 45 A, B e C). A analise estatistica
confirmou a eficacia do tratamento, com valores de p altamente significativos para o figado (p
< 0,0001), o lavado peritoneal (p < 0,05) e o sangue (p < 0,0001).

Outro dado que corrobora os resultados obtidos neste experimento é a contagem
diferencial realizada em lamina hematoldgica. Os resultados evidenciaram que 0s animais com
DECH tratados com PBS apresentaram niveis de neutrofilos circulantes (p< 0,001)
significativamente superiores em comparacao ao grupo DECH tratado com P1G10 (0,3 mg/kg)
(p< 0,001) (Fig. 45 D-E).
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Figura 45. A P1G10 previniu a translocacdo bacteriana em camundongos com DECH. Avaliacdo da
translocacdo bacteriana nos animais por plantio bacteriolégico (UFC). (A) Figado (B) Lavado peritonial (C)
Sangue (D) Numero de linfécitos em contagem de lamina hematoldgica (E) Nimero de neutréfilos em lamina
hematoldgica. Os dados sdo de dois experimentos independentes que foram agrupados. NUmero de animais
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testados no periodo de 8 dias: n=9; Nimero de animais testados no periodo de 08 dias: controle n=7. Os resultados
s8o apresentados como média £ SEM e p < 0.05 por test T student.

DECH+PBS sangue

Figura 47. Placas de Petri com meio de cultura Muller Hinton cultivadas com matérial biol6gico. (A) Sangue
DECH+PBS (B) Lavado peritonial DECH+PBS (C) Figado DECH+PBS.
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DECH+P1G10 sangue

o

Figura 48. Placas de Petri com meio de cultura Muller Hinton cultivadas com matérial biolégico. (A) Sangue
DECH+P1G10 (B) Lavado peritonial DECH+P1G10 (C) Figado DECH+P1G10.
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Figura 49. Laminas hematoldgicas (esfregago sanguineo). (A) DECH+PBS (B) DECH+P1G10.

5.17.EFEITO DO TRATAMENTO COM P1G10 NOS NIVEIS DE CITOCINAS E
QUIMIOCINAS NA CIRCULAGAO SISTEMICA

A quantificagéo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10, CCL2, CCL3 e CCL5 no sangue de
camundongos com DECH é crucial para entender a dindmica inflamatdria sistémica. Essas
moléculas atuam como mediadoras-chave no recrutamento e ativacdo de células T e
macrofagos, direcionando-os para 6rgdos-alvo (como intestino e figado), perpetuando a
resposta imune desregulada (CASTOR, 2012; REISCHL, 2021).

A fim de avaliar o impacto da DECH na resposta inflamatdria sistémica, quantificamos
0s niveis séricos de TNF-a, IFN-y, IL-10, CCL2, CCL3 e CCL5 por ELISA, comparando as
concentracfes entre 0s grupos tratado e veiculo. Os resultados indicaram uma reducdo nos
niveis de citocina IFN-y (p< 0,05) (Fig. 50 B) no soro dos animais tratados com P1G10 (0,3
mg/kg) em comparagdo com 0s animais que receberam apenas o veiculo (PBS). No entanto,
ndo foi observada diferenca significativa na producdo de TNF-a entre os grupos. Quanto a
citocina IL-10, ndo houve deteccdo de niveis de producdo nos grupos analisados (Fig. 50 B e
C). Em relacdo as quimiocinas, observamos uma diminuicdo significativa nos niveis de CCL2
(p< 0,001) e CCL3 (p< 0,05) (Fig. 50 D e E) em animais tratados com P1G10. Os niveis de

CCL5 ndo mostraram diferenca estatistica relevante entre os grupos (Fig. 50 F).
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Figura 50. A P1G10 diminuiu os niveis séricos da citonina IFN- y e das quimiocinas CCL2, CCL3 nos
camundongos com DECH. Anélise de TNF-a , IFN- vy, IL-10, CCL2, CCL3, CCL5 por meio do ensaio de
ELISA. (A) Quantidade de TNF-a em pg/100 ul no soro. (B) Quantidade de IFN- y em pg/100 ul no soro. (C)
Quantidade de 1L-10 em pg/100 ul soro. (D) Quantidade de CCL2 em pg/100ul no soro. (E) Quantidade de
CCL3 em pg/100 ul no soro. (F) Quantidade de CCL5 em pg/100 ul no soro. Nimero de animais avaliados
guanto as citocinas e quimiocinas: controle n=06, DECH+PBS n=08 DECH+P1G10 n=8. Os dados apresentados
correspondem & média e erro padrdo da média. P < 0,05 compara¢do com grupo DECH+PBS pelo teste T de
Student.

5.18. AVALIA(;AO DA PERMEABILIDADE INTESTINAL DOS CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM P1G10

A disfuncdo da barreira intestinal, frequentemente associada a DECH, leva ao aumento
da permeabilidade intestinal, permitindo a translocacdo de microrganismos e seus produtos, o
que intensifica a inflamacé&o e agrava a progresséo da doenca. Assim, a avaliacdo da integridade
da barreira intestinal por meio de ensaios de permeabilidade representa uma ferramenta
essencial para compreender a fisiopatologia da DECH e investigar intervengdes terapéuticas
capazes de preservar ou restaurar a integridade do orgao-alvo (MARKUS, 2010; MALARD,
2023).

A avaliagéo da permeabilidade intestinal, realizada por meio da quantificagéo do corante
azul de Evans, revelou alteragOes significativas entre os grupos experimentais. No intestino
(Fig. 51A), observou-se um aumento da permeabilidade no grupo DECH+PBS em comparagéo
ao grupo controle (p < 0,05), indicando maior dano ao epitélio intestinal e extravasamento
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vascular acentuado. No figado (Fig. 51B), a concentragdo de azul de Evans foi
significativamente superior no grupo DECH+PBS em relagdo ao grupo controle (p < 0,001).
Além disso, ao compararmos o grupo DECH+PBS com o grupo DECH+P1G10, também foi
observada uma diferenca significativa (p < 0,05), sugerindo que o extravasamento vascular
intestinal favoreceu a permeacdo do corante até o figado, refletindo o comprometimento da
barreira epitelial.

No soro (Fig. 51C), foi detectado um aumento expressivo da concentracdo de azul de
Evans no grupo DECH+PBS em comparacéo ao grupo controle (p < 0,05), demonstrando o
impacto do extravasamento vascular na circulacdo sistémica dos animais tratados apenas com
o veiculo. Comparagdes entre os grupos DECH+PBS e DECH+P1G10 revelaram diferengas
estatisticas semelhantes as observadas na comparacdo com o grupo controle (p < 0,05),

indicando que o tratamento com P1G10 atenuou a permeabilidade vascular sistémica.

A Intestino B Figado C Soro
% 107 o g 3 0,0008 | 0,0052 e oo
> e A A c 0,0046 | 0,0046
22 0.8 g i _ z
it o .
R 3 S 0.2 =S40
j = 06_ B < = 3 2
SE SE oF
'3§ ol ° 7! § E) s Controle
e &= 0.1 £ =20- e DECH+PBS
s 0.2 o c i i S DECH+P1G10 0,3mg/kg
0.0- ©  0.0- 0-

Figura 51. A P1G10 protegeu os camundongos com DECH da permeabilidade intestinal, hepatica e
sistémica. A concentragdo do corante azul de Evans foi mensurada nos tecidos do intestino (A), figado (B) e no
soro (C) como indicador da permeabilidade vascular. Animais do grupo DECH+PBS apresentaram aumento
significativo da permeabilidade em todos os compartimentos avaliados em comparagdo ao grupo controle. O
tratamento com a fragdo proteolitica P1G10 (0,3 mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente a concentracéo do
corante no figado e no soro. Controle n=5 DECH+PBS n=5 DECH+P1G10 n=7. Os dados estdo expressos como
média + desvio padrdo p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo por multiplas comparacdes One-
way-Anova.

5.19. A PRESERVACAO DO EFEITO ENXERTO-CONTRA-LEUCEMIA

O efeito enxerto-contra-leucemia (GVL graft-versus-leukemia) representa um dos
pilares terapéuticos mais relevantes nos transplantes alogénicos, especialmente em neoplasias
hematoldgicas. Esse fenbmeno ocorre quando células imunes do enxerto reconhecem e
eliminam células tumorais do hospedeiro, promovendo controle tumoral duradouro. Preservar
esse efeito benéfico, ao mesmo tempo em que se busca reduzir a toxicidade da DECH, € um

dos maiores desafios clinicos na area.
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O presente estudo teve como objetivo avaliar se o tratamento com a fracdo proteolitica
P1G10 interfere na resposta do efeito enxerto-contra-leucemia (ECL), utilizando células de
mastocitoma P815+GFP+. Para isso, empregou-se a técnica de citometria de fluxo para analisar
os linfonodos inguinais e mesentéricos dos diferentes grupos experimentais, conforme descrito
em Materiais e Métodos. A administracdo de P1G10 (0,3 mg/kg) ndo comprometeu a eficacia
do ECL. Observou-se que o grupo Tumor apresentou maior porcentagem de células tumorais
nos linfonodos em comparagéo ao grupo DECH (p < 0,001), ao grupo Tumor+DECH+PBS (p
< 0,05) e ao grupo Tumor+DECH+P1G10 (p < 0,0001), confirmando a capacidade da DECH
em promover a eliminacdo das células tumorais (Fig. 52).

Além disso, o grupo Tumor+DECH+P1G10 apresentou uma reducdo ainda mais
acentuada na porcentagem de células tumorais em relagdo ao grupo DECH sozinho (p <
0,0001), evidenciando que o tratamento com P1G10 ndo apenas preservou, COmo
potencialmente contribuiu para a acdo antitumoral. ComparacGes entre 0S Qrupos
Tumor+DECH+PBS e Tumor+DECH+P1G10 também revelaram diferenca significativa (p <
0,05), assim como entre Tumor+P1G10 e Tumor+DECH+P1G10 (p < 0,05) (Fig. 52).
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Figura 52. O tratamento com P1G10 nao interfere no efeito enxerto-contra-leucemia. (A) Gréafico da
frequéncia das células P815*GFP* nos linfonodos em amostras derivadas de linfonodos iguinais e mesentéricos
dos grupos Tumor n=5, DECH n=4, Tumor+DECH+PBS n=5, Tumor+DECH+P1G10 n=5, Tumor+P1G10 n=5.
O gréfico esta expresso em dispersdo e mediana, os grupos foram considerados diferentes para p<0,05 por One-
way-nova multiplas comparagdes.
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6. DISCUSSAO

A presente discussao tem como ponto de partida o objetivo central deste estudo: avaliar
o efeito da fracdo proteolitica de cisteino proteases (P1G10) no tratamento da doenca do
enxerto-contra-hospedeiro aguda (DECH), com énfase na resposta inflamatdria associada a
doenca que acomete os 6rgaos-alvo intestino e figado. Dada a complexidade da DECH e seu
impacto sistémico, compreender a modulacdo do processo inflamatdrio nesses tecidos €
fundamental para encontrar possiveis mecanismos terapéuticos (SHULMAN et al., 2015).
Assim, os achados deste estudo sdo analisados a luz da literatura existente e dos experimentos
realizados, buscando interpretar a influéncia da P1G10 sobre a dindmica inflamatdria e suas
potenciais implicagdes no tratamento da doenca

No ano de 1995, o pesquisador Krenger contribuiu de maneira significativa para a
consolidacdo dos modelos experimentais murinos utilizados no estudo da doenca do enxerto-
contra-hospedeiro (DECH) aguda, ao desenvolver um modelo robusto e amplamente
referenciado na literatura. Nesse modelo, camundongos foram previamente submetidos a
radiacdo corporal total, seguida pelo transplante de células da medula 6ssea provenientes de
doadores alogénicos, isto €, geneticamente distintos dos receptores (KRENGER et al., 1995;
WILL; WYNN, 2006). A partir dessa formulagdo, diversos modelos murinos foram
estabelecidos com o objetivo de investigar a fisiopatologia e as manifestagcdes clinicas da
DECH, embora haja consenso na literatura quanto a necessidade de se adotar uma abordagem
padronizada para a avaliacao da progressao da doenca. Tal avaliacdo fundamenta-se na anélise
criteriosa da escala clinica aplicada aos camundongos submetidos aos protocolos
experimentais, considerando parametros bem definidos, conforme descrito na Tabela 1.

O modelo utilizado no nosso estudo baseia-se no transplante de duas populacdes
celulares distintas: os esplendcitos e as células da medula 6ssea do doador. A utilizacéo
concomitante dessas linhagens garante que os linfécitos T maduros, provenientes do baco,
exercam seu papel central na fisiopatologia da DECH, desencadeando uma resposta alogénica
caracteristica da doenca. Paralelamente, as células da medula 6ssea desempenham um papel
crucial na reconstituicdo do sistema hematopoiético do receptor, previamente submetido a
regime de condicionamento por irradiagdo, que resulta na ablagdo completa da medula éssea.
Essa estratégia € fundamental para assegurar a progressao adequada do modelo experimental,
permitindo a andlise precisa da interacdo entre as células doadoras e as células do hospedeiro
(EDINGER et al., 2003; SCHWARTE et al., 2007; SCHROEDER et al., 2011). O modelo
experimental empregado neste estudo apresenta elevada reprodutibilidade na indugdo e
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avaliacdo da doenca, sendo amplamente utilizado tanto pelo nosso grupo de pesquisa quanto
por colaboradores em diferentes investigagdes direcionadas a identificacdo de agentes
terapéuticos com potencial para o tratamento de pacientes refratarios a terapia convencional
baseada em corticosteroides (CASTOR et al., 2011; REZENDE et al., 2013; REZENDE et al.,
2015; VRIESENDORP; HEIDT, 2016; BERG et al., 2023).

Todavia, é reconhecido que modelos experimentais apresentam limita¢des intrinsecas
em estudos translacionais. No caso especifico deste modelo, destaca-se a disparidade
imunoldgica entre camundongos e seres humanos. O sistema imunolégico murino difere
significativamente do humano, seja na expressao de moléculas de superficie, na cinética das
respostas imunes ou na regulacao de vias inflamatorias, o que pode comprometer a extrapolagédo
direta dos resultados para a fisiopatologia da DECH em pacientes. Além disso, a complexidade
da DECH humana influenciada por fatores como idade, comorbidades, condicionamento pré-
transplante e diversidade genética do sistema HLA, contrasta com a homogeneidade genética e
a auséncia de comorbidades nos modelos murinos, podendo subestimar a variabilidade e a
gravidade da doenca observada em contextos clinicos reais (KING, 2008; ALI, 2012;).

Considerando as caracteristicas e a robustez do modelo experimental empregado para o
desenvolvimento da DECH aguda, foi possivel estabelecer um cenario controlado e
reprodutivel para a avaliacdo de potenciais intervencgdes terapéuticas. O modelo experimental
adotado neste estudo utiliza animais controle submetidos a irradiacdo (regime de
condicionamento) e subsequentemente ao transplante de células-tronco hematopoéticas
(TCTH) singénicas, 0s quais demonstram reconstituicdo adequada do sistema imunoldgico sem
desenvolvimento de doenca. Em contraste, 0s animais que receberam transplante alogénico de
esplendcitos e medula dssea desenvolveram DECH aguda, caracterizando 0s grupos
DECH+PBS e DECH+P1G10. Os dois grupos, que reproduzem a doenca, foram utilizados
como parametros comparativos por meio do teste T na maioria dos experimentos, consolidando-
se como o foco principal da investigacao.

A determinacdo da eficécia terapéutica da fracdo proteolitica P1G10 teve inicio com a
conducdo de um ensaio de curva dose-resposta, no qual foram avaliadas trés concentracdes
diferentes em progressao logaritmica (0,3; 3,0 e 30,0 mg/kg). A escolha dessas doses
fundamentou-se em dados prévios obtidos em modelo de colite murina induzida por TNBS, nos
quais a fracdo demonstrou propriedades anti-inflamatdrias relevantes, como o aumento da
producdo de IL-10 e a promocdo da reparacdo tecidual no célon, aléem de favorecer o ganho
ponderal nos animais tratados com 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg (ALBUQUERQUE et al., 2020).
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Esses resultados prévios ofereceram suporte cientifico para a investigagdo da P1G10 no
contexto da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH).

A avaliacdo da eficacia foi realizada por meio do monitoramento sistematico dos
parametros clinicos dos animais ao longo de 18 dias, empregando uma escala clinica
padronizada (descrita na Tabela 1, em Materiais e Métodos). Foram analisados sinais clinicos
caracteristicos da DECH, como perda de peso, postura encurvada, piloerecédo, integridade da
pele, consisténcia fecal e nivel de atividade, parametros amplamente utilizados para avaliagcdo
da gravidade da doenca em modelos experimentais. A perda ponderal foi igualmente
considerada como um marcador sensivel da progressdo da doenca e da resposta ao tratamento
(BRYSON, et al., 1989; REZENDE, 2013; BERNARDES, 2015; BEVAN et al., 2017). Para a
conducdo do experimento, foram estabelecidos trés grupos: grupo controle (submetido ao
transplante singénico), grupo DECH+PBS (tratado apenas com o veiculo) e grupos DECH
tratados com as diferentes doses de P1G10.

Os resultados demonstraram que a dose de 0,3 mg/kg de P1G10 foi a mais eficaz entre
as concentracOes testadas. Animais tratados com essa dose apresentaram escores clinicos
semelhantes aos do grupo controle, menor variacao de peso corporal e foram 0s Unicos capazes
de reverter a perda ponderal, evidenciando uma recuperagdo mais consistente. A dose de 3,0
mg/kg promoveu diminuicdo da escala clinica dos animais com DECH, porém de maneira
inferior a dose de 0,3 mg/kg. Em contrapartida, a dose dee 30,0 mg/kg ndo impediu a progresséo
clinica da DECH, assim os resultados evidenciam superior potencial terapéutico da dose mais
baixa testada.

Os animais do grupo DECH+PBS, que receberam apenas o veiculo, apresentaram uma
piora clinica progressiva a partir do segundo dia ap6s a inducdo da doenca, com elevacdo
gradual e sustentada dos escores clinicos. Esse grupo atingiu os maiores valores entre os dias 8
e 12, mantendo altos niveis até o final do experimento. A primeira morte foi registrada no
sétimo dia, e a mortalidade total ocorreu até o décimo sexto dia, refletindo a gravidade da DECH
ndo tratada. No grupo DECH+P1G10 30,0 mg/kg, observou-se uma progressao clinica ainda
mais acentuada, com escores superiores ao grupo DECH+PBS a partir do oitavo dia, mantendo-
se elevados até o final do protocolo. Apesar de a primeira morte nesse grupo ter ocorrido
somente no nono dia, a piora clinica foi tao significativa que um animal precisou ser eutanasiado
no décimo oitavo dia. Esses dados reforcam que a dose mais alta de P1G10 n&o apenas falhou
em atenuar os sintomas clinicos da DECH, como também pode ter agravado a condigdo dos

animais.
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A analise da area sob a curva da escala clinica, representada no grafico, permitiu avaliar
de forma integrada a progresséo e a gravidade da DECH nos diferentes grupos experimentais.
Os dados demonstraram que a administracdo da fracdo proteolitica P1G10 na dose de 0,3 mg/kg
foi a mais eficaz na atenuacao dos sinais clinicos da doenca. Essa dose promoveu uma reducao
significativa da area sob a curva em comparacédo as demais doses testadas, aproximando-se dos
valores observados no grupo controle. O resultado indica que a dose de 0,3 mg/kg foi capaz de
modular de maneira eficiente a resposta inflamatoria associada &8 DECH, sem induzir efeitos
colaterais aparentes, 0 que sugere um equilibrio adequado entre a atividade imunomoduladora
e a preservacdo da homeostase do hospedeiro. Por outro lado, as doses mais elevadas de P1G10
(3,0 mg/kg e 30,0 mg/kg) apresentaram areas sob a curva superior aquela obtida com a dose de
0,3 mg/kg, refletindo perda parcial ou completa do efeito protetor. Esses achados sugerem que
a eficacia terapéutica de P1G10 segue um perfil dose-dependente ndo linear, em que
concentracdes mais altas ndo apenas deixaram de conferir protecdo, mas também podem ter
exacerbado a resposta inflamatoria, evidenciando a existéncia de uma janela terapéutica estreita
para o uso da fracdo proteolitica (LIN, 1994).

Com base nos resultados do experimento inicial de curva dose-resposta, a dose de 0,3
mg/kg de P1G10 foi identificada como a mais eficaz na atenuacao dos sinais clinicos da DECH,
promovendo melhor controle da progressdo da doenca e manutencgéo da estabilidade clinica dos
animais. Diante dessa superioridade, essa dose foi selecionada para 0s experimentos
subsequentes, sendo utilizada como protocolo de tratamento padrdo nos demais ensaios
conduzidos.

Com a definicdo da dose de 0,3 mg/kg de P1G10 como a mais eficaz no controle da
DECH, buscamos, em seguida, investigar os efeitos desse tratamento sobre o0 bago dos animais.
O objetivo foi comparar os grupos DECH+PBS e DECH+P1G10 0,3 mg/kg, a fim de avaliar
se o tratamento influenciava o perfil celular do 6rgéo, especialmente no contexto da ativacéo e
expansao de células T, que desempenham papel central na fisiopatologia da DECH. O baco,
por ser um 6rgéo linfoide secundario fundamental na resposta imune adaptativa, pode refletir
diretamente a intensidade da ativacdo imunoldgica sistémica (VARGA et al., 2018; HARA et
al., 2008; BOTTEGA et al., 2021).

Inicialmente, a avaliagdo morfométrica do baco revelou dados relevantes sobre a
progressdo da DECH e os efeitos do tratamento com P1G10. Embora ndo tenham sido
observadas diferencas estatisticas significativas no tamanho do érgdo entre os grupos
DECH+PBS e DECH+P1G10, a anélise do peso esplénico mostrou um achado intigrante: os

animais tratados com P1G10 apresentaram bacos com peso significativamente menor,
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comparavel ao do grupo controle saudavel, enquanto o grupo DECH+PBS exibiu um aumento
expressivo no peso do orgao. Além da diferenga ponderal, o grupo DECH+PBS apresentou
alteracbes macroscépicas notdveis, com a presenca de areas esbranquicadas difusas na
superficie esplénica, um padrdo morfoldgico distinto da arquitetura homogénea observada nos
grupos controle e tratado com P1G10. Estas alteracbes sugerem modificacdes teciduais,
possivelmente decorrentes de processos inflamatorios cronicos, fibrose reativa, remodelamento
do parénquima esplénico, infiltrado celular anormal. Estes achados morfoldgicos estdo em
concordancia com relatos prévios que associam a DECH a alteracGes estruturais no baco, onde
0 aumento de peso e as alteragdes macroscopicas refletiriam o estado hiperinflamatorio
caracteristico da doenca (SILVA et al., 2013; ITAWI et al., 2022). A normalizacdo desses
parametros no grupo tratado com P1G10 sugere que a fragdo pode estar modulando ativamente
estes processos patoldgicos, prevenindo as alteracGes teciduais associadas a DECH.

A andlise das células do baco por citometria de fluxo foi realizada com o objetivo de
investigar diferencas na producdo e ativacdo de células T e macrdfagos entre 0s grupos
experimentais DECH+PBS e DECH+P1G10. Os resultados da citometria de fluxo mostraram
alteracdes significativas no perfil de células T no grupo tratado com DECH+P1G10 (0,3 mg/kg)
em comparagdo ao grupo DECH+PBS. Observou-se uma redugdo na frequéncia de células T
CD3+ e CD4+CD28+ produtoras de TNF-a e IFN-y, citocinas cruciais, tanto nas fases iniciais,
quanto na progressao da doenca. Além disso, houve diminui¢do nas populacfes de células T
CD8+ e CD8+CD28+, igualmente produtoras dessas mesmas citocinas pré-inflamatorias.

Por outro lado, em relacdo as células T reguladoras (Tregs), caracterizadas pela
expressdo dos marcadores CD4+CD25+FoxP3+ e pela producdo da citocina anti-inflamatéria
IL-10, os dados revelaram um aumento na unidade média de fluorescéncia (MFI) de
CD4+CD25+ no grupo DECH+P1G10. Também foi detectado um incremento no MFI de
células dessa mesma linhagem que expressam FoxP3 e produzem IL-10. A expansdo de Tregs
no baco pode exercer um efeito protetor, suprimindo respostas imunes desreguladas e
promovendo tolerancia imunologica. Estudos em modelos experimentais de DECH mostram
que a deplecdo de Tregs esta associada a maior mortalidade, refor¢cando seu papel critico na
modulacgéo da doenga (RAMADAN; PACZESNY, 2015).

Embora ndo existam na literatura estudos prévios que avaliem especificamente o efeito
da fragdo proteolitica P1G10 sobre populagdes de células T, nos modelos de DECH, é
amplamente reconhecido que essas células desempenham papel central na fisiopatologia da
doenca. A ativacdo exacerbada de células T CD4+ e CD8+ promove inflamacéo tecidual

intensa, sendo a polarizacdo dessas ceélulas em subtipos efetores, como Th1,T citotoxicas
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(CTLs) e TH17, diretamente associada a liberacdo de citocinas inflamatdrias, como IL-6, IFN-
v ¢ TNF-a, que amplificam a resposta inflamatéria e contribuem para a lesdo dos 6rgaos-alvo.
Dessa forma, a atenuacdo da ativacdo de células T € um mecanismo chave na redugdo da
gravidade da DECH (LUFT, 2007; LI, 2011; FU, 2019; ASHAYERIPANAH;
VILLADANGOS, 2024).

Apesar da auséncia de investigacGes diretas em modelos de DECH, estudos prévios
demonstram que a fracdo P1G10 possui notével capacidade imunomodulatéria. Em modelo
experimental de queimadura, P1G10 foi capaz de reduzir significativamente a producédo de
TNF-0, além de diminuir a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase e catalase (FREITAS et al.,
2025). Tais achados indicam que P1G10 atua na contencdo do dano tecidual por vias
inflamatorias e oxidativas. Ademais, sua eficacia também foi demonstrada em modelo murino
de colite induzida por TNBS, no qual promoveu aumento na producdo da citocina anti-
inflamatoria IL-10, reforcando seu potencial modulador em processos inflamatorios
(ALBUQUERQUE et al., 2020). Portanto, ainda que os efeitos diretos de P1G10 sobre
subpopulacdes de células T na DECH permanecam pouco explorados, os dados disponiveis
sugerem que essa fracdo proteolitica pode influenciar positivamente o curso da doenca, por
meio da supressdo de mediadores inflamatérios e da modula¢do imunolégica, conforme
observado no baco.

Avaliamos também o perfil de macr6fagos no baco dos camundongos, observamos uma
reducdo significativa tanto na frequéncia de macréfagos M1 quanto na intensidade média de
fluorescéncia (MFI) de M1CD86" nos animais tratados com P1G10. Tal achado adquire
relevancia no contexto da DECH, uma vez que os macrofagos M1, de perfil pré-inflamatério,
exercem papel fundamental na amplificacdo da resposta imunolégica na fisiopatologia da
doenca. Os macrofagos sdo conhecidos por secretarem citocinas inflamatorias como IFN-y e
IL-6, além de expressarem moléculas coestimuladoras como o0 CD86 e promoverem o aumento
da expressdo de MHC-II na DECH na presenca de IFN- y (ZHOU et al., 2013; HENDEN;
HILL, 2015; HUANG et al., 2018; WU et al., 2020).

A capacidade da fragdo P1G10 em modular a atividade de macrofagos é corroborada
por evidéncias pré-clinicas. Estudos anteriores demonstraram o aumento da atividade da enzima
N-acetil-beta-D-glicosaminidase (NAG), uma hidrolase lisossomal amplamente utilizada como
marcador funcional de ativacdo de mondcitos/macréfagos, apds administragdo de P1G10. Esse
aumento foi registrado tanto em modelo de queimadura cutanea induzida por radiacdo UVB

quanto em modelo de carcinoma mamario (FREITAS et al., 2017), indicando o potencial da
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fracdo em estimular o recrutamento e ativacdo dessas células, fundamentais na orquestracdo da
resposta inflamatéria e imunorregulatéria. No modelo de carcinoma mamario 4T1, a P1G10
demonstrou capacidade de reduzir, de forma dose-dependente (21-73%), a producdo de
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) por macrofagos peritoneais in vitro, em
concentragdes de 5 a 50 pg/mL, tanto em monoculturas quanto em co-culturas com células
tumorais (Braga, 2013, dados ndo publicados). Tal resultado sugere uma atuacao da fracdo na
modulacdo do fenotipo macrofégico, suprimindo caracteristicas associadas a angiogénese
tumoral. No modelo de colite induzida por TNBS, previamente mencionado, a administracao
oral de P1G10 na dose de 0,3 mg/kg também resultou em expressiva reducdo dos marcadores
inflamatorios mieloperoxidase (MPQO) e proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1)
(ALBUQUERQUE et al., 2020). Esses achados reforcam o papel imunomodulador da fracéo,
evidenciando seu potencial em interferir funcionalmente na atividade de macrofagos.

Esses achados reforcam o papel imunomodulador da fragcdo, indicando sua atuagéo
direta sobre a ativacdo das células T e macréfagos. Considerando a relevancia dessas células na
orquestracdo da resposta inflamatdria sistémica, € possivel que os efeitos observados no baco
reflitam um impacto mais amplo da P1G10 sobre a dinamica imune envolvida na DECH. Nesse
contexto, torna-se fundamental abordar o intestino, 6rgao-alvo central do presente estudo e um
dos tecidos mais afetados na DECH (FERRARA; CHAUDHRY, 2018).

O intestino exerce papel central no equilibrio imunolégico do organismo. Além de suas
funcBes digestivas e absortivas, atua como uma barreira fisica e imunoldgica altamente
especializada, regulando a interagdo entre microrganismos comensais € 0 sistema imune do
hospedeiro, as alteracbes na barreira pode comprometer a homeostase imune, tornando o
intestino um importante articulador da resposta inflamatéria sistémica. Na fisiopatologia da
DECH, o intestino é amplamente reconhecido como um dos principais Orgaos-alvo,
frequentemente acometido por lesGes severas. A integridade da mucosa intestinal €
comprometida pelo regime de condicionamento pré-transplante, facilitando a translocacéo de
componentes bacterianos, como o lipopolissacarideo (LPS), para a circulacdo sistémica. 1sso
desencadeia uma resposta imune exacerbada, com ativagdo de células T alorreativas e liberagao
de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-o, IFN-y e IL-17, que intensificam a inflamacéo
local, promovem apoptose de células epiteliais e agravam a disfuncéo da barreira intestinal.
Além disso, a perda da homeostase intestinal esta associada a reducéo de células T reguladoras
e ao desequilibrio da microbiota, fatores que contribuem para a perpetuacéo da doenga. Assim,

a protecdo da mucosa intestinal e o controle da resposta inflamatdria nesse 6rgédo sao estratégias
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cruciais no manejo da severidade da doenca (HILL e FERRARA, 2000; SOCIE e RITZ, 2014;
NAYMAGON, 2017; TKACHEV et al., 2021).

Com o intuito de avaliar a dindmica dos processos envolvidos no funcionamento e na
ativacdo do sistema imunoldgico no intestino, utilizamos o protocolo de microscopia intravital.
Essa técnica permite a analise em tempo real da dindmica vascular e da interagdo leucocitéria
com o endotélio, sendo uma ferramenta essencial para investigar processos inflamatorios no
microambiente tecidual. Estudos experimentais mostram que a avaliacdo da interacdo de adeséo
e rolamento leucocitario possibilita quantificar e caracterizar esses fendmenos de forma
dindmica e em tempo real, fornecendo dados valiosos sobre a gravidade da inflamacdo e a
eficacia de terapias imunomoduladoras. No modelo em questdo, estudos evidenciam que a
reducdo da adesdo e do rolamento de células linfocitarias no intestino esta associada a melhor
prognostico de animais submetidos a DECH. Em particular, no referido estudo, foi utilizado o
endocanabinoide anandamida de forma exdgena, o que contribuiu para a reducao da expressao
de Mac-1o (um receptor de adesdo leucocitéria), a diminuicdo na expressdo de Mac-1a resultou
em uma menor adesdo de células transplantadas nas veias mesentéricas (LO et al., 1991;
IVETIC et al., 2019; HONDA et al., 2023; BERG et al., 2023). No entanto, nesse estudo ndo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos DECH+PBS e DECH+P1G10 em
relagdo a adeséo e ao rolamento leucocitario nos vasos mesentéricos intestinais, revelando ndo
existir, sob as condigdes avaliadas, um efeito direto da fragdo P1G10 sobre a modulagdo inicial
do recrutamento leucocitario nos vasos mesentéricos intestinais.

Posteriormente, analisamos o perfil imunolégico intestinal por citometria de fluxo,
evidenciando que a DECH aguda intestinal envolve uma resposta inflamatoria exacerbada
mediada por células T, com destaque para os subtipos CD4*CD28" e CD8*CD28". A ativagao
dessas células ocorre nos 6rgdos linfoides secundarios, sendo dependente da sinalizacao
coestimuladora mediada pela interacdo entre o receptor CD28 e as moléculas B7 expressas em
células apresentadoras de antigeno, o que é crucial para sua expanséao clonal. Ap6s a ativacéo,
essas celulas migram para os tecidos-alvo, como o intestino, onde se infiltram e atuam como
efetoras pro-inflamatdrias, secretando citocinas como IFN-y e TNF-a. ( ZEISER; BLAZAR.,
2017; ROBAK et al., 2017). As células T CD8'CD28" também participam ativamente do
processo inflamatdrio intestinal, exercendo uma funcdo citotdxica direta sobre as células
epiteliais. Uma vez ativadas, essas células séo capazes de induzir apoptose por dois mecanismos
principais: a liberagdo de granzimas e perforinas, que causam lise celular direta, e a ativacdo da
via Fas/FasL, que desencadeia a morte celular programada. Esses mecanismos contribuem para

a destruicdo do epitélio intestinal, intensificando a resposta inflamatéria e promovendo
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disfuncéo tecidual. Assim como as células CD4*CD28", sua ativagao e manutencdo dependem
de interac6es coestimuladoras, perpetuando um microambiente inflamatdrio crénico que agrava
a patologia intestinal caracteristica da DECH aguda (FERRARA, 2000; ZEISER; BLAZAR,
2017; MALARD, 2023).

Nos animais do grupo DECH+P1G10 (0,3 mg/kg), a analise por citometria de fluxo no
intestino revelou uma reducdo na ativacdo de células CD4+CD28+ e CD8+CD28+, bem como
uma diminuicao na producéo de IFN-y pelas células CD8+CD28+, em compara¢do aos animais
do grupo DECH tratados com PBS. Esses dados indicam que o modelo de DECH respondeu a
intervencdo com a fragdo proteolitica, sugerindo um efeito imunomodulador da P1G10 sobre a
ativacdo de células T intestinais. Estudos anteriores tém demonstrado que proteases vegetais
podem interferir na sinalizacdo de citocinas inflamatorias, incluindo o IFN-y, uma molécula-
chave na ativagao do sistema imune celular. A reducdo na producdo de IFN-y é particularmente
relevante, uma vez que essa citocina esta associada ao aumento da expressao de moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), a amplificacdo da inflamacdo tecidual e
ao recrutamento continuo de células imunes para o sitio inflamatorio. Dessa forma, a
diminuicdo do IFN-y observada nos animais tratados com P1G10 pode representar um
mecanismo eficaz para atenuar a resposta inflamatoria exacerbada na mucosa intestinal durante
a DECH (JAKSCH; MATTSSON, 2005; SHULMAN et al., 2015).

As células T regulatorias (Tregs), caracterizadas pelo fenotipo CD4*CD25*FOXP3*,
desempenham papel central na manutencdo da homeostase imunoldgica intestinal. Elas atuam
na preservacdo da integridade da barreira epitelial, controlam a ativacdo de outras células
imunes e favorecem a resolucdo da inflamacdo cronica por meio de interagcbes com células
dendriticas tolerogénicas da mucosa (EDINGER, 2003; MUTIS, 2006; WHITMIRE et al.,
2007; RIEGEL, 2020; HEFAZI, 2021).

Nesse estudo, a analise por citometria de fluxo revelou um aumento significativo na
frequéncia de células T CD4°CD25* no intestino dos animais tratados com P1G10, em
comparacédo ao grupo DECH+PBS. Além disso, observou-se um maior indice de fluorescéncia
média (MFI) para CD25, sugerindo ndo apenas expansao humérica, mas também um potencial
aumento do estado de ativacdo funcional dessas células. Esse resultado € relevante, pois indica
que a P1G10 pode favorecer a inducdo ou manutencdo de Tregs no ambiente intestinal
inflamatdrio, um aspecto crucial no contexto da DECH, onde a presenca dessas células tem sido
correlacionada com menor gravidade da doenca (MACMILLAN et al., 2015; CHOPRA et al.,
2016; DANT et al., 2017; BERG et al., 2021). Comparando com a literatura, estratégias

terapéuticas que promovem a expansdao de Tregs ou sua migracdo para o intestino vém se
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mostrando promissoras na contencdo da DECH. Assim, os dados aqui apresentados sugerem
que a fragcdo P1G10 pode atuar nesse mesmo sentido, contribuindo para a modulagéo da resposta
inflamatoria intestinal por meio da regulacdo mediada por Tregs.

A andlise por citometria de fluxo do intestino dos camundongos com DECH revelou
que o tratamento com P1G10 promoveu uma alteracdo no perfil fenotipico dos macrofagos.
Observou-se reducao na expressao do marcador CD86, associado ao fenétipo inflamatério M1,
e aumento significativo na fluorescéncia média do marcador CD206", caracteristico do fendtipo
M2, em comparac¢do ao grupo tratado apenas com veiculo. Esses dados indicam que a P1G10
induziu uma reprogramacdo funcional dos macrofagos intestinais, favorecendo um perfil
compativel com atividade anti-inflamatoria e reparadora. Na DECH intestinal, os macro6fagos
exercem papel central na modulacdo da resposta imune. Durante os estagios iniciais da doenca,
predomina o fendtipo M1, associado a producéo de citocinas pré-inflamatorias (IL-1p, TNF-a.
e IL-6), que contribuem para o dano epitelial e amplificacdo da resposta das células T, a ativacédo
dos macréfagos é consequéncia do processo inflamatorio inato e perpetuacdo da inflamacéo.
Os macréfagos M2 atuam na resolucdo da inflamacdo, por meio da liberacdo de mediadores
como IL-10 e TGF-B, além de fatores que promovem a reparacd0 da mucosa intestinal.
Evidéncias recentes associam o aumento de M2 a reducdo da gravidade clinica da DECH e a
preservacdo da integridade tecidual (HANAKI et al., 2021; SU et al., 2022;). Nesse contexto,
os resultados obtidos reforcam o potencial da P1G10 como agente modulador sobre agdo em
macrofagos como expde a literatura

Com o intuito de aprofundar a compreensdo sobre os mecanismos envolvidos na
modulacdo intestinal observada nas andlises de citometria, avaliamos as concentragcdes de
citocinas e quimiocinas diretamente relacionadas a fisiopatologia da DECH. A andlise do tecido
intestinal (jejuno-ileo) revelou que o tratamento com a fragdo proteolitica PLG10 atenuou de
forma significativa a resposta inflamatdria local. Por meio da dosagem por ELISA, foi detectada
uma reducdo expressiva nos niveis de TNF-a, IFN-y, CCL2 e CCL3 nos animais tratados com
P1G10, em comparagdo ao grupo DECH+PBS, indicando uma agdo imunomoduladora
relevante da fragdo no microambiente intestinal.

O TNF-a, produzido principalmente por macréfagos ativados, contribui para a
destruicdo da mucosa e o aumento da permeabilidade epitelial. O IFN-y, secretado por células
T, especialmente Thl, intensifica a ativacdo de macrofagos e estimula a expressao de MHC
classe I e Il, promovendo citotoxicidade e agravando o dano tecidual. A reducdo dessas
citocinas ap6s o tratamento sugere que o P1G10 interfere em vias inflamatérias cruciais,

contribuindo para limitar a ativacdo celular exacerbada e preservar a integridade da mucosa
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intestinal. Além disso, a diminuicdo das quimiocinas CCL2 (MCP-1) e CCL3 (MIP-1a) reforca
esse perfil anti-inflamatdrio, uma vez que ambas estdo envolvidas no recrutamento de células
imunes para o sitio inflamatdrio. A CCL2 atrai monacitos e células T, enquanto a CCL3 atua
sobre neutrofilos e células mieloides, exacerbando a inflamacdo. A supressdo desses
mediadores sugere que a fracdo P1G10 contribui para conter o acimulo celular excessivo,
favorecendo um ambiente propicio & resolugdo do processo inflamatério (HAHN, 2008;
CASTOR et al., 2012; ZHAO et al., 2014; MARKUS, 2010; MALARD, 2023).

Esses resultados estdo em consonancia com evidéncias prévias que demonstram 0s
efeitos anti-inflamatorios e cicatrizantes da fracdo proteolitica P1G10 em diferentes modelos
experimentais. Em modelo de colite aguda, P1G10 reduziu significativamente os niveis de
TNF-a e da enzima COX-2 no colon, indicando sua atuacdo sobre vias pré-inflamatorias
classicas. Além disso, seu potencial reparador foi evidenciado em modelo de Ulcera gastrica
induzida por acido acético em ratos Wistar, no qual a administracdo subserosa de P1G10 (0,1 a
10 mg/kg) promoveu protecdo significativa, atingindo uma taxa de cicatrizacdo de até 67% com
a dose de 10 mg/kg, valor comparavel ao obtido com omeprazol. Ressalta-se que esse efeito foi
especifico, ja que P1G10 ndo demonstrou eficacia sobre Ulceras gastricas induzidas por etanol,
sugerindo seletividade em seu mecanismo de acdo. Adicionalmente, em modelo de melanoma
murino, a fracdo demonstrou capacidade de inibir a angiogénese tumoral por meio da reducgéo
de VEGF e hemoglobina, evidenciando efeitos sobre componentes inflamatdrios e vasculares
do microambiente tecidual. Dessa forma, os achados do presente estudo, que demonstram a
reducdo de citocinas e quimiocinas inflamatorias no intestino de animais com DECH tratados
com P1G10, ndo apenas corroboram a literatura existente, como também expandem o escopo
do seu potencial terapéutico para a modulacdo imunoldgica em doencas inflamatdrias
intestinais severas, como a DECH (MELLO et al., 2008; DITTZ et al., 2015; ALBUQUERQUE
et al., 2020).

A Ultima analise realizada no intestino foi a avaliacdo histolégica, com o intuito de
verificar se a fracdo P1G10 foi capaz de proteger as estruturas teciduais do Orgdo e,
simultaneamente, comprovar a reprodutibilidade do modelo experimental no que tange as
lesBes intestinais caracteristicas da DECH. Os resultados mostraram diferengas significativas
entre o grupo controle e os grupos DECH+PBS e DECH+P1G10, evidenciando o
comprometimento morfolégico do tecido intestinal e confirmando a eficacia do modelo em
reproduzir os danos esperados no 6rgdo-alvo. No entanto, a comparagdo entre 0S grupos
DECH+P1G10 e DECH+PBS ndo demonstrou diferenca significativa nas les6es histolégicas,

indicando que, apesar da modulacéo funcional e imunologica promovida pela fracéo, os efeitos
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morfologicos ainda ndo sdo evidentes nesse periodo de avaliacdo. 1sso sugere que a regeneracdo
tecidual possa requerer maior tempo de exposicdo ao tratamento ou a atuagdo de mecanismos
complementares para se tornar detectavel por anélise microscopica.

Apos a avaliacdo dos efeitos da fracdo P1G10 no intestino 6rgdo-alvo primario da
DECH, o figado foi analisado como segundo 6rgao-alvo da doenca neste estudo, dada sua
reconhecida relevancia clinica e imunoldgica no contexto da DECH. O figado, maior glandula
do corpo humano, exerce funcdes vitais como a sintese de proteinas plasmaticas, desintoxicacao
e armazenamento de nutrientes. Além dessas fun¢Ges metabdlicas, destaca-se por sua atuacao
na regulacdo da resposta imunoldgica, sendo frequentemente afetado em casos de DECH. A
inflamacdo hepética é uma manifestacdo comum e clinicamente significativa da doenca,
contribuindo diretamente para sua progresséo e agravamento.

A analise imunologica do figado por citometria de fluxo revelou alteracdes relevantes
no perfil de células T entre os grupos DECH+PBS e DECH+P1G10. Nos animais tratados com
P1G10 (0,3 mg/kg), observou-se uma redugdo na frequéncia de células T CD4'CD28*
produtoras de TNF-a, indicando um possivel efeito anti-inflamatorio da fracdo sobre essa
populacdo, frequentemente implicada na mediacdo da lesdo hepatica durante a DECH
(HARRIS et al., 2015; CUBOS; JENNE, 2018; GOLA et al., 2021). Paralelamente, houve um
aumento na frequéncia total de células T CD8" nos animais que receberam P1G10; contudo, a
analise da coexpressdo de CD28 ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos,
sugerindo que o aumento quantitativo dessas células nao foi acompanhado por maior ativacao
funcional. Reforcando essa interpretacdo, o indice de fluorescéncia média (MFI) das células
CD8*CD28" produtoras de IFN-y foi significativamente reduzido no grupo tratado, sugerindo
uma atenuacdo da atividade inflamatdria dessas celulas. Esses achados apontam para uma
modulacéo seletiva da resposta imune hepatica pelo P1G10, com reducéo da ativacao de células
T e producdo de mediadores inflamatérios.

A avaliacdo das células Tregs no figado revelou um aumento na intensidade média de
fluorescéncia (MFI) da populagdo CD4+ CD25+ FOXP3+ nos animais tratados com P1G10,
sugerindo uma possivel ativagdo ou aumento da expressdo de marcadores relacionados a funcao
supressora dessas células. As Tregs desempenham papel essencial na manutencdo da
homeostase imunoldgica hepatica, especialmente durante processos inflamatorios, como na
DECH, atuando na inibicao da ativacdo exacerbada de células T efetoras e na protecdo contra
lesdo tecidual. No entanto, apesar do aumento na expressao de FOXP3, ndo foram observadas
diferengas significativas na produgdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 entre 0s grupos

avaliados, o que pode indicar que o efeito imunomodulador do P1G10 sobre as Tregs pode
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ocorrer de forma independente da secrecdo desta citocina ou estar relacionado a outros
mecanismos reguladores.

No que se refere a populacdo de macrdéfagos residentes hepaticos, conhecidos como
células de Kupffer e localizados principalmente ao longo dos sinusoides hepaticos, os dados
obtidos por citometria de fluxo mostraram uma redugdo significativa no fendtipo inflamatorio
M1 (CD86+) nos animais tratados com P1G10 quando comparados ao grupo DECH+PBS. Essa
modulacdo fenotipica sugere que a fracdo proteolitica é capaz de atenuar o perfil pro-
inflamatdrio dos macrofagos também no contexto hepatico. Em contextos de inflamacao, como
na DECH, os macréfagos do tipo M1 sdo amplamente associados a producgéo de citocinas como
TNF-a, IL-1B e IL-6, promovendo lesdo hepatocelular e disfungdo do parénquima hepatico. A
transicdo desses macrofagos para um perfil menos inflamatério, como o observado com o
tratamento por P1G10, pode contribuir para a reducdo do dano hepatico e favorecer a
restauracdo da homeostase tecidual (MYLI et al., 2020; WU et al., 2020).

Com o objetivo de complementar a analise inflamatdria hepética realizamos a
quantificacdo das citocinas inflamatérias no figado, assim como realizada no intestino, o
resultado mostra que o tratamento com P1G10 reduziu significativamente os niveis de TNF-a,
uma das principais citocinas envolvidas na mediac¢éo do dano tecidual na DECH. Esse resultado
reforca o efeito imunomodulador da fragdo proteolitica e estd em consonancia com os achados
fenotipicos obtidos por citometria de fluxo, que demonstraram a reducdo da populacdo de
células T CD4*CD28* produtoras de TNF-a no grupo tratado. No entanto, assim como
observado nas analises intestinais, a avaliacao histologica do figado ndo evidenciou diferencas
significativas na morfologia tecidual entre os grupos DECH+PBS e DECH+P1G10. Por outro
lado, comparacGes com o grupo controle revelaram alteracBGes estruturais compativeis com
lesdo hepética nos grupos submetidos a DECH, confirmando a reprodutibilidade do modelo
experimental também nesse 6rgao-alvo.

Compreendendo a importancia do intestino como 6rgdo-alvo central na DECH, analises
adicionais foram realizadas com o intuito de avaliar, de forma direta e indireta, a integridade da
barreira intestinal e as consequéncias sistémicas de sua disfungcdo. A camada de muco intestinal,
composta principalmente por mucinas secretadas pelas células caliciformes, constitui a primeira
linha de defesa contra microrganismos luminais, sendo essencial para a manutencdo da
homeostase da mucosa (STOCKINGER; XA; WICENT, 2021). Na DECH, o dano epitelial
compromete estruturas como 0s complexos juncionais, responsaveis pela coeséo e seletividade
da barreira, facilitando a translocacdo bacteriana para outros compartimentos do organismo
(LANGREHR et al., 2000; ERIGUCHI et al., 2012). Esse processo, frequentemente observado
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em modelos experimentais da doenca, contribui para a ativacao exacerbada do sistema imune
por meio do reconhecimento de padrBes moleculares associados a patdégenos (PAMPS),
agravando a inflamacé&o sistémica e a lesdo tecidual (COOKE et al., 2002; DANDER et al.,
2023). Para aprofundar a compreensao desses mecanismos no presente estudo, a analise da
integridade da barreira intestinal foi realizada por meio da quantificacéo de células caliciformes
no colon, enquanto a ocorréncia de translocacdo bacteriana foi investigada através do
plaqueamento microbiol6gico de amostras de figado, lavado peritoneal e sangue dos grupos
DECH+PBS e DECH+P1G10.

A anélise histoquimica com PAS revelou uma preservagdo significativamente maior das
celulas caliciformes no colon dos animais tratados com a fracdo proteolitica P1G10 em
comparacdo ao grupo DECH+PBS. Também foi observado um encurtamento coldnico nos
animais nao tratados, achado compativel com processos inflamatérios intestinais descritos na
literatura, como na colite (IACCARINO et al., 2019). Esses dados indicam que a P1G10 exerce
um efeito protetor sobre a integridade do célon, possivelmente mediado por sua acao anti-
inflamatdria. Resultados semelhantes foram reportados em modelo de colite induzida por
TNBS, no qual o tratamento com P1G10 reduziu em 80% o dano macroscopico (p < 0,05) e
aumentou em 140% a densidade de células caliciformes (p < 0,01) (ALBUQUERQUE et al.,
2020).

Dando sequéncia a avaliacdo da integridade intestinal, os testes de translocagdo
bacteriana reforcaram o efeito protetor do tratamento com P1G10. Enquanto os animais com
DECH tratados com a fracdo (0,3 mg/kg) ndo apresentaram bactérias no lavado peritoneal e
sangue, o grupo DECH+PBS demonstrou translocagéo significativa, com deteccdo de micro-
organismos no lavado, figado e sangue. Além disso, a presenca bacteriana no figado foi menor
nos animais tratados com P1G10. A analise hematoldgica corroborou esses achados,
evidenciando neutrofilia acentuada e presenca de bactérias Gram-positivas no sangue dos
animais ndo tratados, em contraste com os tratados. Esses resultados indicam que o P1G10
contribuiu para a preservagao da barreira intestinal. No entanto, s&o necessarios estudos mais
aprofundados para elucidar os mecanismos pelos quais a P1G10 preserva a integridade da
barreira intestinal, bem como investigar a possibilidade de uma ac¢do antimicrobiana direta ou
indireta. Até o momento, a literatura carece de trabalhos que explorem essa linha de pesquisa,
destacando a importancia de investigacGes futuras para compreender plenamente o potencial
terapéutico da P1G10 nesse contexto. A translocagdo de bactérias intestinais e seus metabolitos
para a corrente sanguinea pode proporcionar maior ativagdo das células apresentadoras de

antigenos (APCs) do hospedeiro através dos danos associados a patogenos (PAMPS) que
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interagem com TLRs para ativar e amadurecer APCs, subsequentemente ativar células T do
doador com a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e, eventualmente, induzir DECH Estudos
atuais mostram que essa disfuncdo pode alterar a composi¢do da microbiota intestinal,
favorecendo o crescimento de microrganismos patogénicos, agravando o quadro inflamatorio
associado a doenca (COOKE et al., 2002; TU et al., 2016; SWIMM et al., 2018; LIN et al.,
2021; RAFAEIl et al., 2021).

Torna-se relevante destacar que os primeiros experimentos foram conduzidos com a
administracdo intraperitoneal de P1G10 em animais com DECH. No entanto, essa via nao
resultou em melhora clinica ou aumento da sobrevida, o que contrastou com os efeitos
observados na administragdo oral. A partir disso, passou-se a utilizar a via oral, que demonstrou
eficacia na protecdo da barreira intestinal, reducdo da translocacao bacteriana. Esses resultados
sugerem que a acdo terapéutica da P1G10 em nosso modelo experimental de DECH é
dependente da via de administracdo oral, possivelmente devido a intera¢fes locais com o
epitélio intestinal ou com a microbiota.

Com o objetivo de investigar se a translocacao bacteriana poderia estar associada a uma
intensificacdo da inflamacédo sistémica, realizamos a quantificacdo de citocinas no soro de
animais do grupo DECH+PBS, que apresentaram translocacao evidente e comparamos com 0s
animais tratados com P1G10. Os resultados revelaram uma reducgdo significativa nos niveis
séricos de IFN-y nos animais tratados com a fracdo proteolitica. Essa citocina exerce papel
central na patogénese da DECH ao promover a ativacdo de células T CD8+ e estimular a
liberacdo de outras citocinas pré-inflamatérias, contribuindo para o agravamento do dano
tecidual. Além disso, em situacdes de sepse, 0 IFN-y esta envolvido na amplificagdo da
inflamacéo sistémica, favorecendo disfunc6es organicas multiplas (NOTH et al., 2011; ZHAO
et al., 2014; WANG; YANG, 2014). Também foi observada uma reducdo significativa nos
niveis das quimiocinas CCL2 e CCL3 no grupo tratado. A CCL2 é responsavel pelo
recrutamento de mondcitos e macréfagos aos locais de inflamacdo, células que, uma vez
ativadas, podem amplificar a resposta inflamatéria na DECH. A CCL3, por sua vez, participa
da ativacdo e migracdo de diversas células imunes, atuando na intensificacdo do processo
inflamatorio. A diminuicdo dessas moléculas no soro dos animais tratados com P1G10 sugere
que o composto foi capaz de modular a inflamacdo sistémica, provavelmente como
consequéncia da manutencdo da integridade da barreira intestinal e da prevencdo da
translocacdo bacteriana (TRIFILO et al., 2003; MILKLOS et al., 2009; CASTOR; PINHO;
TEIXEIRA, 2012; REZENDE et al., 2013; BERNARDES et al., 2015).
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A analise da translocacao bacteriana demonstrou que o tratamento com P1G10 foi capaz
de impedir a migracdo de microrganismos do intestino para 6rgdos periféricos e circulagdo
sistémica, reforcando sua acdo protetora sobre a barreira intestinal. Para aprofundar essa
observacao e verificar diretamente a integridade da mucosa intestinal, realizamos a avaliacao
da permeabilidade utilizando o teste do Azul de Evans. Esse marcador permite mensurar o grau
de extravasamento de macromoléculas, sendo um indicativo direto do comprometimento da
barreira epitelial. De forma consistente com 0s achados anteriores, 0s animais do grupo
DECH+PBS apresentaram menores concentracdes de Azul de Evans retido no intestino em
comparagdo ao grupo controle, indicando aumento da permeabilidade intestinal. Além disso,
esses mesmos animais mostraram maiores concentracdes do corante no figado e no soro quando
comparados ao grupo DECH+P1G10, o que reforca a eficacia da fracdo proteolitica em
preservar a integridade da barreira epitelial.

Por fim, conduzimos um experimento para avaliar se a P1G10 poderia interferir no
efeito enxerto-contra-leucemia (ECL). O ECL representa um importante beneficio do
transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas, sendo caracterizado pela capacidade
das células do enxerto de reconhecer e eliminar células tumorais residuais no hospedeiro. No
entanto, a mesma ativacdo imunolégica que desencadeia 0 ECL também pode promover a
DECH (CASSADY; MARTIN; ZENG, 2018; TESHIMA; HASHIMOTO, 2023). Dessa forma,
o grande desafio no contexto do transplante é desenvolver abordagens terapéuticas capazes de
prevenir ou controlar a DECH sem comprometer o0 ECL. Farmacos com esse potencial sdo
altamente desejaveis, pois conciliam a eficacia antitumoral com a reducdo da toxicidade
imunoldgica, representando um avanco significativo no manejo pds-transplante.

Os resultados indicaram que o tratamento com P1G10 néo interferiu nesse processo,
uma vez que ndo houve alteracBes significativas no enxerto-contra-leucemia, quando o
experimento foi realizado com células de mastocitoma ao comparar 0S Qrupos
Tumor+transplante singénico, DECH, Tumor+DECH+PBS, Tumor+DECH+P1G10. Foi
constatado ainda um achado relevante, evidenciado pela diminuicdo das células tumorais nos
linfonodos dos animais do grupo TUMOR+P1G10 0,3 mg/kg, quando comparado ao grupo
TUMOR-+transplante singénico. Esse resultado corrobora achados de outros modelos
experimentais que evidenciam o efeito antitumoral da fragdo P1G10. Esse resultado esta
alinhado com estudos anteriores que demonstram o potencial antitumoral da P1G10. Em
modelos murinos de melanoma B16F1, por exemplo, a fragdo inibiu a angiogénese, reduziu os
niveis de hemoglobina e VEGF intratumorais, promoveu apoptose celular e diminuiu a adeséo

celular a matriz extracelular, sem comprometer a viabilidade das células. De forma semelhante,
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em melanoma metastatico B16-F10, a fracdo promoveu reducdo da massa tumoral, aumento da
fragmentacdo de DNA e menor adesdo celular reforcando seu efeito antitumoral (MELLO et
al., 2006; DITTZ et al., 2015).

Apesar das limitacdes inerentes aos modelos experimentais de inducdo da DECH, os
resultados obtidos neste estudo evidenciam, de forma consistente e robusta, o potencial
terapéutico da fracdo proteolitica PLG10 no manejo dessa condicdo. A anélise imunofenotipica
por citometria de fluxo revelou que o tratamento com P1G10 foi capaz de modular
significativamente o perfil imunologico dos animais com DECH. Observou-se uma diminuicao
na ativacdo de células T nos orgédos-alvo (intestino, figado), além da reducéo na producédo de
citocinas inflamatorias por essas células. Em casos especificos, houve ainda um aumento na
ativacdo de células T regulatérias, sugerindo um papel imunomodulador ativo da fracdo. Além
disso, a P1G10 induziu alteragdes fenotipicas em macrofagos, reduzindo a proporc¢éo de células
com perfil inflamatorio M1 e promovendo um aumento do fendtipo anti-inflamatorio M2.

Complementando esses achados, a analise dos niveis sericos de citocinas e quimiocinas
pro-inflamatorias revelou reducdes significativas nos niveis de TNF, IFN-y, CCL2 e CCL3 nos
animais tratados com P1G10. Essas moléculas desempenham papéis centrais no recrutamento
e ativacdo de células do sistema imune, amplificando a inflamacao sistémica caracteristica da
DECH, especialmente nos tecidos do trato gastrointestinal e hepatico. A diminuicdo desses
mediadores reforca o efeito anti-inflamatorio sistémico da fragéo.

Do ponto de vista da integridade da barreira intestinal, a P1G10 demonstrou efeitos
protetores notaveis. A auséncia de bactérias viaveis no lavado peritoneal, figado e sangue dos
animais tratados indica uma contencdo eficaz da translocacdo bacteriana. Esse resultado foi
sustentado por trés evidéncias principais: (I) manutencdo da permeabilidade epitelial,
confirmada pelo maior acimulo de Azul de Evans no intestino dos animais tratados, em
contraste com a maior concentracdo do corante no figado e soro dos animais néo tratados; (I1)
preservacdo das células caliciformes no cdlon, indicativa de menor agressdo ao epitélio
intestinal; e (111) efetiva prevencéo da translocacéo bacteriana, sugerindo integridade funcional
da barreira mucosa.

Ao avaliarmos se a P1G10 interferiria na resposta do ECL, observamos que o tratamento
ndo comprometeu essa resposta imunoldgica benéfica. Os grupos com tumor submetidos ao
transplante alogénico apresentaram reducdo tumoral compativel com a manutencdo do ECL,
mesmo apos o tratamento com a fragdo. Ademais, um achado adicional relevante foi a reducéo

de células tumorais nos linfonodos de animais do grupo Tumor+P1G10, quando comparados
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ao grupo Tumor+transplante singénico, sugerindo um efeito antitumoral direto da fracao,
alinhado a dados prévios da literatura em modelos de melanoma murino.

Destarte, os achados obtidos com a fracdo P1G10, somados aos dados experimentais e
clinicos ja descritos na literatura, reforcam seu potencial como uma abordagem terapéutica
translacional promissora no contexto da DECH, especialmente no controle da resposta
inflamatoria exacerbada. Ainda assim, sdo necessarios estudos adicionais para elucidar
completamente seus mecanismos de acéo e consolidar sua aplicabilidade clinica, ampliando as

possibilidades de uso dessa biomolécula em cenérios terapéuticos mais amplos.



103

7. CONCLUSAO

Nosso modelo experimental busca mimetizar os efeitos da DECH por meio da indugéo em
camundongos, permitindo a avaliacdo da resposta inflamatéria e de possiveis intervenc@es terapéuticas.
Nesse contextoinvestigamos a acdo da fracdo proteolitica P1G10, extraida do maméo Vasconcellea
cundinamarcensis sobre parametros inflamatérios da doenca.

Os resultados apresentados confirmam a hipétese inicial de que a P1G10 pode atuar como um
modulador da resposta anti-inflamatéria na DECH. No entanto, torna-se fulcral a realizacdo de estudos
subsequentes para elucidar os mecanismos envolvidos nesse efeito, em especial no contexto intestinal,

aparentemente érgdo determinante na sua eficacia.
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APENDICE A — Perfis cromatogréaficos de isolamento das proteases de V.
cundinamarcensis
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Figura 1: Perfis cromatograficos de fragdes do latex de V. cundinamarcensis. A — A solucdodo latex foi
aplicada sobre a coluna Sephadex G10 e a determinacdo do perfil protéico (280 nm)e da atividade amidasica
(BAPNA) permitiram a separacdo de dois picos bem defnidos, P110 e P2G10.
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Apravado na reuniio ordinaria on-line do dia O5/DE/2023. Valldade: D506/2023 3 DADEZ0ZE.

Biely Horzonte, 05/M6/2023.
Atenclosaments,

Sistema Soliclie CEUA UFMG
ntips:iaplicatives utmg brisoliche_ceuar
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