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RESUMO 

 A doença do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) ainda é a principal limitação do sucesso do 
transplante de medula óssea que é realizado para tratar doenças hematológicas malignas e não-
malignas. A terapia imunossupressora utilizando corticoides é o tratamento padrão e de primeira 
escolha para evitar o desenvolvimento da GVHD. Entretanto, a toxicidade dos esteroides, a resposta 
limitada dessas drogas, os pacientes que desenvolvem GVHD refratária a esteroides e a interferência no 
efeito enxerto-versus-tumor são os grandes desafios dessas terapias. Dessa forma, o estudo de 
mecanismos de desencadeamento da doença e a proposta de novas estratégias terapêuticas são de 
extrema importância. O leucotrieno B4 (LTB4), produzido a partir do metabolismo do ácido 
araquidônico pela ação catalítica da 5-lipoxigenase (5-LO), é um mediador pró-inflamatório e está 
associado com o desenvolvimento de várias doenças inflamatórias, incluindo a GVHD intestinal em 
humanos. Entretanto, o papel de LTB4 na fisiopatologia da GVHD permanece pouco compreendido. 
Neste trabalho, nós avaliamos a participação do eixo 5-LO/LTB4 na fisiopatologia da GVHD por meio 
do transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou a inibição farmacológica da via pelo tratamento 
com zileuton, uma droga comumente utilizada para o tratamento de pacientes asmáticos. Para verificar 
a nossa hipótese de que 5-LO participa da GVHD, nós induzimos a doença pelo transplante de 1x107 

células de medula óssea e 3x107 esplenócitos isolados de camundongos selvagens ou de camundongos 
deficientes em 5-LO para camundongos receptores B6D2F1. Camundongos que receberam células da 
medula óssea e esplenócitos de camundongos singênicos	 (B6D2F1) não desenvolveram a doença e 
foram considerados o grupo controle. Para inibição farmacológica de 5-LO, a GVHD foi induzida e os 
camundongos receptores foram tratados com zileuton (30mg/kg, oralmente, de 12h/12h a partir do dia 
do transplante). Os camundongos foram monitorados a cada 2 dias para verificação da sobrevivência e 
sinais clínicos da GVHD. Em experimentos diferentes, o fígado, o intestino e os órgãos linfoides dos 
animais foram retirados e processados para análise histopatológica, quantificação de citocinas e 
quimiocinas e acúmulo de leucócitos. O recrutamento e a adesão de leucócitos foram avaliados por 
microscopia intravital nas vênulas mesentéricas. A expressão intestinal e hepática do mRNA de 5-LO 
também foi avaliada no início da mortalidade por PCR em tempo real. Os níveis de LTB4 foram 
avaliados no sangue, no fígado e no intestino de camundongos submetidos à GVHD por ensaio 
imunoenzimático. Além disso, avaliamos a proporção de células H2B+ e H2B+2D+ nos animais 
receptores e o fenômeno do enxerto-versus-leucemia (GVL) por citometria de fluxo. Embora não tenha 
sido observado um aumento na expressão do mRNA de 5-LO no jejuno-íleo e no fígado de 
camundongos submetidos à GVHD no início da mortalidade, o transplante de esplenócitos semi-
alogênicos deficientes em 5-LO reduziu os níveis séricos e hepáticos de LTB4 e a lesão no intestino e 
no fígado. Estes resultados foram associados à inibição de leucócitos pró-inflamatórios e à diminuição 
dos níveis de citocinas e quimiocinas. O tratamento com zileuton também reduziu os parâmetros 
inflamatórios associados à GVHD. Além disso, o transplante de células deficientes em 5-LO ou o 
tratamento com zileuton não interferiu na reconstituição da medula óssea e no efeito GVL e reduziu os 
sinais clínicos da doença, aumentando a taxa de sobrevivência nos animais submetidos à GVHD. Estes 
dados em conjunto, evidenciam a participação do eixo 5-LO/LTB4 no desenvolvimento da doença do 
enxerto-versus-hospedeiro, sugerindo potencial aplicação terapêutica de zileuton para o tratamento da 
doença em pacientes submetidos ao transplante de medula óssea.  
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ABSTRACT  

 Unfortunately, graft-versus-host disease (GVHD) remains the major limitation of bone marrow 
transplant to treat patient with malignant and non-malignant hematological diseases. The first-line 
treatment for GVHD are steroids such as methylprednisolone or prednisone because of the broad anti-
inflammatory and lymphocytotoxic effects of these drugs.  However, steroid-refractory GVHD patients 
are at high risk of related complications from the disease or death and there is no standard treatment 
strategy for these patients. Thus, new therapies are necessary. The leukotriene B4 (LTB4) is a pro-
inflammatory mediator produced from arachidonic acid metabolism by 5-lipoxygenase (5-LO) catalytic 
action and is associated with the development of various inflammatory diseases including intestinal 
GVHD in humans. However, the role of LTB4 in the GVHD pathophysiology is incompletely 
understood. In this report we evaluated the participation of the 5-LO/LTB4 axis in pathogenesis of 
GVHD by transplant of 5-LO deficient leukocytes and the effect of its pharmacological inhibition by 
zileuton, a drug usually employed to treat asthmatic patients. To test our hypothesis that 5-LO 
participates to GVHD, we induced the disease in mice by the transplant of 1x107 bone marrow cells 
plus 3x107 splenocytes from WT or 5LO-/- mice to B6D2F1 mice. 	 Mice that received syngeneic 
(B6D2F1) bone marrow cells and splenocytes not develop disease and were considered the control 
group. After transplant, intestinal and hepatic mRNA expression of 5-LO was evaluated by Real Time 
PCR. The levels of LTB4 were evaluated in the blood, liver and intestine by enzymatic immune assay. 
To pharmacological inhibition of 5-LO, GVHD was induced and recipient mice treated by zileuton 
(30mg/kg, orally, 12h/12h). Mice were monitored every 2 days for survival and GVHD clinical signs. 
The liver and intestine were also subjected to histopathology analysis, ELISA, NAG and flow 
cytometry. The leukocytes recruitment and adhesion were assessed by intravital of mesenteric venules. 
The chimerism, the accumulation of inflammatory cells in the lymphoid organs and the GVL reaction 
were evaluated by FACS analysis in the spleen and bone marrow. Although we did not observe an 
increase of 5-LO mRNA in the jejunum ileum and liver in mice subjected to GVHD at onset mortality, 
the transplant of semi-allogenic 5-LO deficient splenocytes reduced the serum and hepatic level of 
LTB4 and the intestinal and liver injury. These results were associated with inhibition of 
proinflammatory leukocytes and decreased levels of cytokines and chemokines. In addition, treatment 
with zileuton also effectively ammeliorates the disease by reduction of liver and serum LTB4 and 
diminution of the inflammatory response in the intestine and liver. Importantly, mice that received 
5LO-deficient cells or zileuton-treated mice had prolonged survival and reduced GVHD clinical scores. 
Moreover, the transplant of 5LO-/- leukocytes or zileuton-treated mice did not interfere in the 
chimerism or in the GVL response. Taken together, these data provide evidence that 5-LO/LTB4 axis 
orchestrates the GVHD development, describing a potential therapeutic application of zileuton to 
GVHD treatment. 
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1 INTRODUÇÃO 

	

1.1 Doença do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) 

  

O transplante alogênico de células tronco hematopoiéticas é uma terapia comumente utilizada 

no tratamento de doenças hematológicas e não hematológicas, imunodeficiências e tumores sólidos, 

tais como leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblástica aguda, linfomas, mielomas múltiplos, câncer 

testicular, neuroblastoma, talassemia, entre outras (KRENGER, 1997; FERRARA et al., 2009; 

PASQUINI, 2010; QIAN et al., 2013). Contudo, o sucesso desta terapia é limitado por toxicidade 

associada ao transplante, que está relacionada ao regime de condicionamento pelo qual o paciente é 

submetido (radioterapia e/ou quimioterapia) e à resposta imunológica observada após o reconhecimento 

de aloantígenos do receptor por células T do doador, culminando no desenvolvimento da doença do 

enxerto-versus-hospedeiro ou graft-versus-host disease (GVHD).  

A primeira descrição da GVHD foi realizada na década de 50, quando Dick van Bekkum, 

médico e pesquisador holandês, iniciou seus estudos que buscavam compreender os efeitos biológicos 

da irradiação corporal total, motivado pela morte de milhares de cidadãos que foram expostos à bomba 

de Hiroshima e Nagasaki e desenvolveram uma doença desconhecida chamada de "síndrome da 

radiação" (WILL; WYNN, 2006; VRIESENDORP; HEIDT, 2016). Na tentativa de estabelecer opções 

terapêuticas para indivíduos expostos a esta irradiação corporal total, van Bekkum e um grupo de 

pesquisadores iniciaram em 1956, experimentos de transplante de medula óssea em camundongos e 

compararam a sobrevivência dos camundongos que receberam apenas a irradiação corporal total com 

camundongos que receberam além da irradiação, o transplante de medula óssea isogênico ou alogênico. 

Camundongos que receberam apenas a irradiação morreram até o 20º dia após o procedimento devido à 

aplasia medular, também chamada de doença primária ou síndrome da medula óssea. Camundongos 

que receberam o transplante isogênico de medula sobreviveram. Já os camundongos que receberam o 

transplante alogênico morreram 20 dias após a irradiação, porém de uma síndrome denominada de 

síndrome secundária, uma vez que eles foram capazes de reconstituir o sistema hematopoiético mas 

desenvolveram falência de múltiplos órgãos e lesão grave na pele, no intestino, no fígado e nos tecidos 

linfoides. O termo doença secundária foi substituído pelo termo graft-versus-host disease ou doença do 

enxerto-versus-hospedeiro a partir de 1962 (van BEKKUM; de VRIES, 1967; van BEKKUM, 1985; 

VRIESENDORP; HEIDT, 2016). O primeiro transplante de medula óssea em humanos foi realizado na 

Sérvia, em 1958. No Brasil, o primeiro transplante de medula só foi realizado vinte e um anos mais 

tarde, em 1979 (VRIESENDORP; HEIDT, 2016). Desde então, a doença do enxerto-versus-hospedeiro 
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vem sendo estudada e novas estratégias terapêuticas estão sendo desenvolvidas para que o transplante 

de medula óssea ocorra sem complicações.  

A GVHD é uma desordem imunológica observada em cerca de 40% a 60% dos pacientes que 

recebem transplante de medula óssea e causa alta morbidade, sendo responsável pela morte de 15 a 

40% dos pacientes transplantados (FERRARA et al., 2009; PASQUINI, 2010; CHOI; REDDY, 2014; 

RAMADAN; PACZESNY, 2015). O risco para desenvolvimento da doença está relacionado a 

diferentes fatores, que incluem a compatibilidade e a diferença de sexo entre doador e receptor, a idade 

do paciente, o regime de condicionamento pré-transplante e a fonte de células doadas (FERRARA et 

al., 2009; PASQUINI, 2010; RAMADAN; PACZESNY, 2015). Dos fatores etiológicos relacionados 

ao doador e ao receptor, o mais importante é a diferença entre os antígenos de histocompatibilidade 

maior (HLA) e menor (miHag). Dessa forma, quanto maior for o grau de compatibilidade entre o 

doador e o receptor menor é o risco de desenvolver GVHD (FERRARA et al., 2005; FERRARA et al., 

2007). A compatibilidade entre as moléculas apresentadoras de antígenos ou antígenos de 

histocompatibilidade (denominados MHC em camundongos ou HLA em humanos) do indivíduo 

doador e receptor é fundamental para redução do risco de desenvolver a doença. Entretanto, apenas um 

terço dos indivíduos que necessitam de transplante de medula possuem um irmão ou outro familiar 

doador compatível (BALLEN et al., 2012). Dessa forma, ainda que o doador apresente a maior 

similaridade antigênica possível com o receptor do transplante, a  interação entre linfócitos T (LT) 

doados e células apresentadoras de antígeno (APCs) do receptor leva ao reconhecimento de 

disparidades antigênicas e isto ocasiona uma resposta inflamatória sistêmica em diferentes órgãos como 

a pele, o fígado e o intestino, sendo estes órgãos denominados como órgãos alvo da doença (BALL et 

al., 2008; GOKER et al., 2001; FERRARA et al., 2009; ROBB; HILL, 2012; VILLA et al., 2016). A 

diferença de sexo entre doador e receptor é também um fator relevante devido às diferenças entre o 

complexo de histocompatibilidade menor entre o homem e a mulher (FERRARA et al., 2005). A idade 

do receptor é outra variável que contribui para o aparecimento da doença. Quanto maior é a idade do 

indivíduo transplantado, maior é o risco de desenvolvimento da GVHD. Cerca de 20% dos indivíduos 

de até 20 anos submetidos ao transplante de medula óssea apresentam GVHD aguda e indivíduos com 

mais de 50 anos têm 80% de chance de desenvolvê-la (FERRARA et al., 2005; FERRARA et al., 2007; 

BLAZAR et al., 2012). Já o regime de condicionamento pré-transplante favorece a ocorrência de 

GVHD porque é o desencadeador de lesão nos órgãos alvo e promove a liberação de citocinas pró-

inflamatórias que desempenham papel importante na fisiopatologia da doença (JAKSCH; 

MATTSSON, 2005; MAPARA et al., 2006; KITTAN; HILDELBRANDT, 2010; BLAZAR et al., 

2012). O uso de drogas imunossupressoras na profilaxia da GVHD, que consiste geralmente na 

administração endovenosa de ciclosporina A associada ou não ao metrotexato e à prednisona (drogas 
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imunossupressoras), no dia anterior ao transplante e mantida por até 3 meses, também tem influência 

no risco para o desenvolvimento da doença. A utilização de baixas doses destes imunossupressores 

associa-se à maior incidência da GVHD, porque permite o aparecimento de sintomas brandos da 

doença que podem progredir consequentemente para a sua forma grave (BLAZAR et al., 2012). Em 

relação à fonte do enxerto hematopoiético, células derivadas do cordão umbilical, que são imaturas e 

menos funcionais, estão associadas a um menor desenvolvimento da GVHD em comparação a células 

tronco do sangue (FERRARA et al., 2005; BLAZAR et al., 2012).  

Quanto ao período de aparecimento da doença, a GVHD pode ser classificada em crônica e 

aguda (WILL; WYNN, 2006; FERRARA et al., 2007). A GVHD crônica ocorre após cem dias do 

transplante e é semelhante a uma doença auto-imune, com produção de auto-anticorpos e alteração da 

atividade de linfócitos B e T reguladores.  Ela é caracterizada por fibrose e atrofia dos órgãos alvo, 

podendo afetar também os pulmões (SHLOMCHIK, 2007;	 JAMIL; MINEISHI, 2015).  Já a GVHD 

aguda ocorre até cem dias após o transplante, sendo mais comum a sua ocorrência no período de duas a 

seis semanas após o transplante e caracteriza-se por morte de células epiteliais do trato gastrointestinal, 

da pele e do fígado. As lesões nestes órgãos trazem manifestações clínicas como exantema, diarreia, 

icterícia e hemorragia do trato gastrointestinal (WILL; WYNN, 2006, FERRARA et al., 2007; 

SHLOMCHIK, 2007).  

Com relação à resposta imunológica, a GVHD aguda pode ser dividida em três diferentes fases. 

Na fase inicial, o regime de condicionamento, realizado através da quimioterapia e/ou radioterapia com 

o objetivo de imunossuprimir o receptor, eliminar células tumorais e evitar a rejeição do enxerto, causa 

destruição tecidual e ativação de células apresentadoras de antígeno (MAPARA et al., 2006). Uma vez 

ativadas, estas células aumentam a expressão de moléculas do complexo de histocompatibilidade maior 

e moléculas co-estimulatórias, potencializando a sua função imunológica (SERODY et al., 2000; 

JAKSCH; MATTSSON, 2005, FERRARA et al., 2009; BLAZAR et al., 2012). Células do sistema 

imune inato são também ativadas devido à translocação de bactérias a partir do intestino lesado e 

reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), padrões moleculares 

associados a dano celular (DAMPs) e, também, por quimiocinas, o que contribui para um maior dano 

tecidual e grande liberação de citocinas, caracterizando a primeira fase da doença (HILL et al., 1997; 

COOKE et al., 2001; MURAI et al., 2003; BLAZAR et al., 2012; RAMADAN; PACZESNY, 2015). A 

segunda fase da GVHD ou fase de ativação inicia-se quando ocorre a interação das células T doadas 

com as células apresentadoras de antígenos (APCs) do hospedeiro, promovendo uma liberação ainda 

maior de citocinas que intensificam a apresentação de antígenos e levam à ativação e diferenciação das 

células T em células T citotóxicas efetoras (JAKSCH; MATTSSON, 2005; BLAZAR et al., 2012; 
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RAMADAN; PACZESNY, 2015). Na fase final, conhecida como fase efetora, estas células T ativadas 

utilizam de mecanismos mediados por perforinas, granzimas e FasL (moléculas indutoras de apoptose) 

e liberam uma grande quantidade de mediadores inflamatórios que agem principalmente no 

recrutamento de leucócitos para os órgãos alvo. A inflamação exacerbada causada por estes mediadores 

pode levar o paciente à morte caso não sejam utilizadas terapias eficazes de controle dessa resposta 

inflamatória (SERODY et al., 2000; WYSOCKI et al., 2005; BLAZAR et al., 2012; RAMADAN; 

PACZESNY, 2015). A GVHD é caracterizada ainda por um desequilíbrio entre células T efetoras e 

células T regulatórias (T regs). Em todas as fases da doença, a cascata inflamatória e os diferentes tipos 

de lesão tecidual levam à liberação de biomarcadores da GVHD que podem ser detectados por testes 

sanguíneos. A elafin, por exemplo, é um biomarcador específico para GVHD de pele, REG3α, para 

GVHD intestinal e o supressor de tumorigenicidade 2 (ST2), que é um membro da família de 

receptores IL-1 e ligante de IL-33, pode indicar um quadro de GVHD refratária à terapia com 

corticosteroides (Figura 1) (RAMADAN; PACZESNY, 2015). 
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Figura 1. Patogênese da GVHD aguda. Diferentes fases da doença do enxerto-versus-hospedeiro 
podem ser observadas. Na primeira fase, o regime de condicionamento, realizado através de radiação 
e/ou quimioterapia causa lesão tecidual inicial. Tecidos lesados e células inflamatórias liberam DAMPs 
e PAMPs da microbiota intestinal, bem como citocinas inflamatórias que contribuem para o "storm" de 
citocinas. Isto leva à segunda fase da doença, caracterizada por ativação de APCs do hospedeiro, as 
quais ativam e polarizam células T do doador em T helper 1 (Th1) e T helper 17 (Th17) (através de 
células T CD4) e em T citotóxico 1 (TC1) e T citotóxico 17 (TC17) (através de células T CD8). Na 
terceira fase da doença, células T patogênicas ativadas migram para os órgãos alvo (trato 
gastrointestinal, fígado, pele) e amplificam a destruição tecidual local. A presença de células Treg 
contribui para a redução da gravidade da GVHD através da inibição da ativação e/ou expansão de 
células patogênicas, tanto na fase inicial, quanto na fase tardia da doença. Muitos DAMPs e PAMPs 
como elafin (específica de pele), REG3α (específica de intestino) e ST2 têm sido considerados 
biomarcadores séricos da GVHD (modificada de RAMADAN; PACZESNY, 2015). 
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Embora existam diferenças entre a GVHD em humanos e a GVHD experimental, modelos da 

doença em animais vêm sendo utilizados desde a década de 70 e são úteis para o entendimento dos 

mecanismos envolvidos na reação inflamatória associada à doença e para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas para o seu controle (HOWARD; WOODRUFF, 1961; van BEKKUM; de 

VRIES, 1967; van BEKKUM, 1985; VRIESENDORP; HEIDT, 2016). Um dos modelos animais 

propostos para o estudo da GVHD consiste no transplante de esplenócitos e células de medula óssea do 

camundongo SV129 H-2b ou C57BL/6 H-2b para o camundongo híbrido F1 do cruzamento da 

linhagem C57Bl/6J e BDA/2 (B6D2F1 H-2bxd) previamente irradiado com 9 gy de irradiação gama e 

este foi o modelo experimental de GVHD aguda murino utilizado neste trabalho. 

 

1.2  Estratégias terapêuticas para prevenção ou tratamento da GVHD 

	

Apesar dos avanços na compreensão da fisiopatologia da GVHD aguda e do desenvolvimento 

de novas intervenções terapêuticas, corticosteroides, como metilprednisolona ou predinisona, 

associados a inibidores de calcinerina (ciclosporina A ou tacrolimus) permanecem como a primeira 

linha de tratamento da GVHD, uma vez que têm amplos efeitos anti-inflamatórios e linfocitotóxicos 

(WESTIN et al., 2011; MARTIN et al., 2012; HOLTAN; MACMILLAN, 2016; JAMIL; MINEISHI, 

2015). Metotrexato (MTX) é outra droga citotóxica muito utilizada em combinação com ciclosporina 

na profilaxia da GVHD. Em baixas doses possui efeito anti-inflamatório por reduzir a ativação de 

células T. Por outro lado, em altas doses, apresenta efeitos adversos comuns que incluem toxicidade 

hematopoiética, renal, hepática e da mucosa gastrointestinal (CHOI; REDDY, 2014).  Outra terapia 

profilática consiste no uso de mofetil micofenolato que inibe a atividade de células T e pode ser 

utilizado em combinação com inibidores de calcinerina para profilaxia da GVHD após transplantes não 

mieoloablativos ou de cordão umbilical. Apesar de permanecerem como a primeira linha de tratamento 

da GVHD, estas drogas tem sido relatadas como capazes de interromper a lesão de órgãos alvo e os 

sintomas da doença em apenas 50% dos pacientes (CHOI; REDDY, 2014). Além disso, o tratamento 

com esteroides, principalmente em altas doses, leva ao aumento considerável de efeitos adversos, 

incluindo imunossupressão, hiperglicemia, osteopenia, miopatia e insuficiência renal (MARTIN et al., 

2012; JAMIL; MINEISHI, 2015). Os pacientes que não respondem a esta terapia desenvolvem GVHD 

refratária a esteroides, responsável pela morte de 80% destes pacientes ou ainda podem desenvolver 

GVHD crônica mais tardiamente (HOLTAN; MACMILLAN, 2015; JAMIL; MINEISHI, 2015). O 

critério para diagnóstico da GVHD aguda refratária a esteroides ainda não é bem definido. Em geral, a 

segunda linha de tratamento para a doença deve ser considerada se altas doses de esteroides não forem 

capazes de reduzir o dano em pelo menos um órgão alvo em até 3 dias de terapia ou se nenhuma 
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resposta for observada entre o 5o e 14o dia após o início do tratamento (JAMIL; MINEISHI, 2015). A 

decisão de adicionar uma segunda linha de tratamento deve ser rápida para pacientes com GVHD grave 

ou para aqueles que não toleram o tratamento com altas doses de esteroides (JAMIL; MINEISHI, 

2015).  

Diferentes alvos terapêuticos têm sido utilizados nas terapias de segunda linha, incluindo drogas 

que depletam células T ou inibem a sua ativação, tais como globulina anti-timócito (ATG), anticorpos 

anti-CD52 (alemtuzumab), iCasp9 (inserção de gene alterado nos linfócitos T doados, provocando a 

sua apoptose), abatacept, sirolimus e pentostatina; aquelas que mantêm a população de linfócitos T 

regulatórios (ciclofosfamida) ou promovem a depleção de células B (rituximab) (CHOI; REDDY, 

2014; JAMIL; MINEISHI, 2015). São utilizados ainda antagonistas de receptores de quimiocinas 

(maraviroc, um antagonista de CCR5); agentes anti-TNF- α (etanercept, um receptor solúvel dimérico 

de TNF-α que compete com receptores celulares pela ligação ao TNF ou infliximab, um anticorpo 

monoclonal que se liga diretamente ao TNF-α); anticorpos anti-receptor de IL-2 (daclizumab e 

basiliximab) e novas moléculas regulatórias tais como atorvastatina (reduz a atividade de linfócitos T e 

APCs, expande T reg e polariza a resposta para o padrão Th2) e bortezomib (bloqueia a ativação de 

NF-kappa B, o que resulta no bloqueio da ativação, proliferação e sobrevivência de LT (WOLF et al., 

2012; CHOI; REDDY, 2014; JAMIL; MINEISHI, 2015).  

Ainda não existem critérios e indicações sistemáticas para a escolha do agente terapêutico 

secundário mais adequado no tratamento da GVHD. Os estudos disponíveis sobre a eficácia de agentes 

individuais utilizados como segunda linha de tratamento para a doença são poucos e contraditórios e 

nenhum mostra benefícios comprovados a longo prazo, impossibilitando a escolha de apenas um 

fármaco para uso em pacientes com GVHD refratária a esteroides (DIGNAN et al., 2012; MARTIN et 

al., 2012; JAMIL; MINEISHI, 2015). A maior parte destas opções terapêuticas induz benefícios 

clínicos apenas a uma proporção limitada de pacientes (WESTIN et al., 2011). Além disso, os agentes 

terapêuticos de segunda linha também não estão isentos de efeitos adversos e podem causar citopenia, 

nefrotoxicidade, edema, hepatotoxicidade, anafilaxia, hiperlipidemia, infecções fúngicas repetidas e 

não se sabe até o momento, se estas terapias podem atenuar o efeito do enxerto-versus-leucemia 

(MARTIN et al., 2012; BLAZAR et al., 2012; CHOI; REDDY, 2014; JAMIL; MINEISHI, 2015). 
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1.3 Reação do enxerto-versus-leucemia (GVL) 

	

Apesar dos avanços nos últimos anos em relação à profilaxia ou controle da GVHD, são 

necessárias terapias mais efetivas que assegurem não apenas o controle e manejo da doença do enxerto-

versus-hospedeiro, mas também a manutenção ou ainda, a melhora do efeito do enxerto-versus-

leucemia (GVL).  O GVL ocorre a partir da ativação de células T do doador, que culmina na 

eliminação de células tumorais remanescentes da quimioterapia ou radioterapia, ocasionando uma 

resposta benéfica e essencial para cura da doença primária que levou o indivíduo à necessidade de 

receber o transplante de medula (WEIDEN et al., 1979; HOROWITZ et al., 1990; JOHNSON et al., 

1996; LI et al., 2009). Uma vez que os linfócitos T doados apresentam funções tanto no 

desencadeamento da GVHD quanto na efetividade em eliminar as células tumorais remanescentes, 

torna-se complexo modular a resposta inflamatória prejudicial da doença do enxerto-versus-hospedeiro 

de tal forma que não interfira na resposta benéfica do enxerto-versus-leucemia.  

Desde a década de 80, modelos animais têm sido propostos para entender melhor esta resposta. 

Nestes modelos é realizada uma injeção de células tumorais no mesmo dia do transplante de 

esplenócitos e/ou células da medula, mimetizando o que ocorre em humanos (KRIJANOVSKI et al., 

1999; TESHIMA et al., 1999; COOKE et al., 2001; CASTOR et al., 2012; REZENDE et al., 2013; 

BERNARDES et al., 2015). Em nosso trabalho, o efeito GVL é estudado a partir da indução da GVHD 

em camundongos por meio do transplante de medula óssea e baço, associada à injeção de células 

tumorais derivadas de mastocitoma (P815 H2d). 

 

1.4 Mediadores lipídicos derivados da via de 5-lipoxigenase 

	

Lipídeos presentes na membrana celular são uma importante fonte para a produção de 

mediadores que estão envolvidos na homeostase do organismo, os quais atuam em funções fisiológicas 

e também em processos inflamatórios (SHIMIZU, 2009). Dentre os diferentes mediadores lipídicos que 

participam da resposta inflamatória, tem-se os eicosanoides, moléculas derivadas de ácidos graxos dos 

fosfolipídeos de membrana celulares e que podem ser classificados como prostaglandinas, 

tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas. A biossíntese desses eicosanoides acontece a partir de estímulos 

químicos ou mecânicos que induzem a ativação da enzima fosfolipase A2 (PLA2), responsável pela 

hidrólise do ácido araquidônico ligado à membrana celular. Uma vez liberado, o ácido araquidônico é 

metabolizado no citoplasma em produtos oxigenados através da ação de enzimas específicas, como as 
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cicloxigenases ou lipoxigenases (JAMPILEK et al., 2006; SHIMIZU, 2009). Dentre as diferentes 

lipoxigenases, a 5-lipoxigenase (5-LO) tem sido explorada em diferentes estudos, uma vez que a 

ativação da via desta enzima dá origem aos leucotrienos, mediadores pró-inflamatórios que participam 

do desenvolvimento e da progressão de diversas doenças inflamatórias. A produção de leucotrienos 

pela 5-LO é dependente da ativação da enzima por uma outra enzima específica, conhecida como 

FLAP (Five-Lipoxigenase Activating Protein ou proteína ativadora de 5-LO). Após ativada, 5-LO 

acrescenta um átomo de oxigênio ao ácido araquidônico na posição do carbono 5 e forma o composto 

5-HPETE, o qual também sofre ação da 5-LO, originando o intermediário instável leucotrieno A4 

(LTA4). O LTA4 pode, a partir desse momento, sofrer reações diferentes, dando origem a compostos 

variados. Essa variação acontece de acordo com o tipo celular e estímulo envolvidos. Através da ação 

da enzima LTA4 hidrolase, por exemplo, ocorre a hidrólise do LTA4, originando o leucotrieno B4 

(LTB4) que é transportado para o meio extracelular (PETERS-GOLDEN; HENDERSON, 2007). 

 

 

 

Figura 2. Produção de LTB4 através da via da enzima 5-lipoxigenase. Para a produção de LTB4, a 
enzima 5-LO é ativada por outra enzima denominada FLAP. Após ativação, a enzima 5-LO oxigena o 
ácido araquidônico convertendo-o num composto instável 5-HPETE que por sua vez, sofre mais uma 
ação da enzima 5-lipoxigenase e é convertido em LTA4. Este composto quando é hidrolisado pela 
enzima LTA4 hidrolase origina finalmente o LTB4 (Modificado de LUSTER; TAGER, 2004).  
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1.5 Participação de LTB4 em doenças inflamatórias 

	

O LTB4 é considerado uma molécula de grande importância em respostas inflamatórias por 

apresentar ação direta no recrutamento, degranulação e adesão de leucócitos em células endoteliais 

(FORD-HUTCHINSON et al., 1980). Ele é produzido predominantemente por células inflamatórias, 

incluindo mastócitos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monócitos/macrófagos, linfócitos B, células 

dendríticas e linfócitos T (FUNK, 2001). Dois tipos de receptores distintos foram identificados para o 

LTB4: BLT1 e BLT2, ambos acoplados à proteína G. A interação de leucotrieno B4 com o receptor 

BLT1, pelo qual tem maior afinidade, induz um aumento na produção de citocinas, fagocitose, estimula 

funções efetoras antimicrobianas, aumenta a expressão de moléculas de adesão, estimula o 

recrutamento e inibe a apoptose de células inflamatórias (TONNESEN et al.,1989; HEBERT et al., 

1996; FILGUEIRAS, SEREZANI; JANCAR, 2015). O LTB4 está envolvido na patogênese de várias 

doenças, incluindo pancreatite neurogênica (SHAHID et al., 2015), hipertensão arterial (QIAN et al., 

2015), desordens metabólicas (FILGUEIRAS, SEREZANI; JANCAR, 2015), lesão miocárdica por 

isquemia e reperfusão (de HOOG et al., 2015), aterosclerose (KETELHUTH et al., 2015), artrite (KIM 

et al., 2006; CHEN et al., 2006), gota (AMARAL et al., 2012) e polipose intestinal (GOUNARIS et al., 

2015). Takatsuka et al. (2000) demonstraram ainda uma relação entre níveis aumentados de LTB4 no 

regime de condicionamento pré-transplante de medula óssea e o desenvolvimento de GVHD intestinal. 

Pacientes submetidos ao transplante de medula óssea que apresentaram altos níveis de LTB4 na fase de 

pré-condicionamento desenvolveram GVHD e evoluíram com lesão intestinal grave. Os altos níveis de 

LTB4 foram associados ao aumento de IL-2 e IFN-γ na fase inicial da doença e IFN-γ e TNF-α na fase 

mais tardia. Essas citocinas estão diretamente associadas à indução e exacerbação da lesão intestinal 

grave. Evidências clínicas e experimentais sugerem que a lesão do trato gastrointestinal é o principal 

fator relacionado à fisiopatologia da GVHD, e contribui para amplificação da doença a nível sistêmico, 

podendo culminar na morte do paciente (HILL; FERRARA, 2000). Apesar disso, o papel de LTB4 na 

fisiopatologia da GVHD permanece pouco esclarecido. Nesse contexto, compreender a participação da 

via da 5-lipoxigenase no desencadeamento e na progressão da doença do enxerto-versus-hospedeiro 

torna-se relevante e pode contribuir para o estabelecimento de novas estratégias terapêuticas capazes de 

prevenir a morbi-mortalidade associada à doença. 
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1.6 Zileuton: Inibidor de 5-lipoxigenase 

 

 Zileuton (N-(1-benzo-[b]-thien-2-ylethyl)-N-hydroxyurea) ou A-64077 é o único inibidor da 

enzima 5-lipoxigenase  disponível e liberado para uso clínico em humanos. Administrado por via oral, 

esta droga foi introduzida no mercado farmacêutico para tratamentos de pacientes asmáticos em 1996 e 

inibe a enzima 5-LO porque é um substrato análogo da enzima, se ligando ao átomo de ferro presente 

no sítio catalítico de 5-LO. Derivado do ácido hidroxâmico, esta droga possui um peso molecular de 

236,3 kDa e atua de forma seletiva na 5-LO, inibindo a produção de leucotrieno E4 e B4 (BELL et al., 

1992; WENZEL; KAMADA, 1996; STEINHILBER; HOFMANN, 2014). Uma vez que zileuton não 

interfere na atividade das enzimas cicloxigenases, não inibe a produção de tromboxano B2. Uma única 

dose de 800 mg reduz 80% da biossíntese de LTB4 (BELL et al., 1992).  A meia-vida de zileuton é de 

cerca de 2,5 horas e o metabolismo da droga é hepático, por meio das enzimas do citocromo P450. A 

eliminação de zileuton ocorre principalmente na urina, mas pequenas concentrações podem ser 

encontradas nas fezes. Dispepsia e elevação moderada de alanina aminotransferase são efeitos adversos 

raros, observados em  apenas 6,1% e 2,3% dos indivíduos que fazem uso do medicamento, 

respectivamente (BELL et al., 1992; WENZEL; KAMADA, 1996; STEINHILBER; HOFMANN, 

2014).   

 Atualmente, existem duas formulações de zileuton disponíveis no mercado, denominadas 

ZYFLO (primeira formulação lançada, com meia-vida curta e necessidade de ser administrada 4 vezes 

ao dia) e ZYFLO CR (formulação de liberação prolongada, é administrada 2 vezes ao dia), ambas de 

600 mg/comprimido.  Em 2008, comprimidos de 300 mg também começaram a ser produzidos.    

 Seus efeitos benéficos no tratamento de pacientes asmáticos já está bem descrito e inclui 

redução do broncoespasmo e da resposta inflamatória e melhora na hiperresponsividade das vias aéreas 

(BELL et al., 1992; WENZEL; KAMADA, 1996; BERGER; DE CHANDT; CAIRNS, 2007; 

MASTALERZ; KUMIK, 2010). Alguns outros testes clínicos em humanos também mostraram que 

zileuton contribui para a redução da resposta inflamatória observada no lúpus eritematoso sistêmico 

(HACKSSHAW et al., 1995), melhora os sintomas da artrite (WEINBLATT et al., 1992)   e reduz os 

sintomas e a graduação histológica na doença inflamatória intestinal (RASK-MADSEN et al., 1992). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Investigar a participação da via metabólica envolvendo a 5-lipoxigenase no desencadeamento e 

na progressão da GVHD. 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Avaliar os aspectos histopatológicos no intestino e no fígado de camundongos submetidos à 

GVHD após o transplante de células selvagens ou deficientes em 5-LO e em animais 

transplantados com células selvagens e tratados com zileuton; 

2. Avaliar o acúmulo de células inflamatórias em órgãos linfoides e órgãos alvo de camundongos 

submetidos à GVHD após o transplante de células selvagens ou deficientes em 5-LO e em 

animais transplantados com células selvagens e tratados com zileuton; 

3. Avaliar o perfil de citocinas e quimiocinas no intestino e no fígado de camundongos submetidos 

à GVHD após o transplante de células selvagens ou deficientes em 5-LO e em animais 

transplantados com células selvagens e tratados com zileuton; 

4. Avaliar o rolamento e a adesão de leucócitos nas vênulas mesentéricas de camundongos 

transplantados com células selvagens e tratados com zileuton; 

5. Avaliar a presença da enzima 5-lipoxigenase através do ensaio de Real Time-PCR no intestino e 

no fígado de animais submetidos à GVHD;  

6. Avaliar os níveis séricos, intestinais e hepáticos de LTB4 nos camundongos submetidos à 

GVHD após o transplante de células selvagens ou deficientes em 5-LO e em animais 

transplantados com células selvagens e tratados com zileuton; 

7. Avaliar a sobrevida e a evolução dos aspectos clínicos de camundongos submetidos à GVHD 

após o transplante de células selvagens ou deficientes em 5-LO e em animais transplantados 

com células selvagens e tratados com zileuton; 

8. Avaliar a reconstituição da medula óssea após o transplante de células selvagens ou deficientes 

em 5-LO e em animais transplantados com células selvagens e tratados com zileuton.   

9. Avaliar a resposta do enxerto-versus-leucemia em camundongos submetidos à GVHD após o 

transplante de células selvagens ou deficientes em 5-LO e em animais transplantados com 

células selvagens e tratados com zileuton.	  
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais 

Foram utilizados como camundongos doadores, animais da linhagem C57Bl/6 e SV129 

deficientes ou não na enzima 5-lipoxigenase e como camundongos receptores, foram utilizados animais 

da linhagem B6D2F1, machos, com oito a doze semanas de vida. Os animais SV129 WT e SV129 5LO 

KO foram fornecidos pelo grupo de pesquisa Imunofarmacologia-ICB-UFMG e animais C57Bl/6 e 

B6D2F1 pelo Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram 

acondicionados em ambiente com temperatura controlada e acesso livre à água e comida. Todos os 

procedimentos experimentais realizados na execução deste estudo foram previamente aprovados pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA-UFMG) através do protocolo: 135/13. Ressalta-

se que no final dos procedimentos experimentais, os camundongos restantes (que não morreram em 

decorrência da GVHD) também foram sacrificados com uma overdose de anestésico (mistura de 37,5 

mg/ml de quetamina e de 2.5 mg/ml de xilazina). Em todos os ensaios os devidos cuidados foram 

tomados para minimizar o sofrimento dos camundongos. 

 

3.2 Indução da doença do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) aguda 

	

Os camundongos receptores, B6D2F1, foram irradiados letalmente com 9Gy de radiação gama, 

divididos em duas doses de 4,5 Gy com intervalo de duas horas, utilizando fonte de CO60, no Centro de 

Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN) da UFMG. No mesmo dia da irradiação os 

camundongos receberam 3 x 107 esplenócitos e 1x107 células da medula óssea do fêmur e da tíbia 

isoladas de camundongos doadores parentais deficientes ou não para a enzima 5-lipoxigenase, 

intravenosamente (i.v). O grupo controle do transplante foi constituído de camundongos B6D2F1 que 

receberam células de camundongos também B6D2F1, portanto não desenvolveram a GVHD 

(transplante singênico). Para a realização do transplante, uma suspensão de células foi preparada a 

partir de um “pool” de células do baço adicionadas a um “pool” de células da medula óssea femoral e 

tibial.  O baço dos camundongos doadores foi retirado e gentilmente desmanchado em uma placa de 

Petri com um auxílio de uma peneira de Nylon em 5 mL de meio RPMI incompleto gelado. 

Posteriormente, as células foram colocadas em um tubo Falcon e decantadas por 3 minutos para 

retirada dos grumos. O macerado de células foi centrifugado a 350 g por 5 minutos. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de meio RPMI 

incompleto para a contagem do número de células em câmara de Neubauer, utilizando-se o corante 

Tripan na diluição de 1:200. Esta contagem foi realizada para analisar a viabilidade e o número das 
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células que foram injetadas no receptor. Para isolamento das células da medula femoral e tibial, ambos 

os fêmures e tíbias de cada camundongo foram retirados e suas cabeças cortadas com lâmina de bisturi, 

possibilitando a inserção de uma agulha 13 x 0,38 mm para lavagem da medula com 3 ml de meio 

RPMI incompleto gelado. Posteriormente, o líquido obtido do lavado contendo as células foi colocado 

em um tubo Falcon e centrifugado a 350 g por 5 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de meio RPMI incompleto para a contagem do número 

de células em câmara de Neubauer, como citado anteriormente. Um total de 3 x 107 esplenócitos + 1 x 

107 células da medula óssea foram injetadas intravenosamente (i.v) nos camundongos receptores 

B6D2F1. Todos os grupos experimentais receberam tratamento com antibiótico (ATB) ciprofloxacino 

diluído em água filtrada (70mg de ATB por litro de água filtrada ofertada na mamadeira dos 

camundongos). A água com o antibiótico foi trocada a cada 2 dias durante 15 dias após a irradiação 

para evitar doenças secundárias à imunossupressão gerada pela ablação total da medula. 
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3.3 Inibição farmacológica de 5-LO 

	

 O tratamento com zileuton, inibidor de 5-LO, foi feito utilizando a dose de 30mg/kg em 100µl 

de carboximetilcelulose (CMC) a 0,1% por via oral, de 12 em 12 horas. O tratamento foi iniciado no 

dia do transplante e interrompido no 10° dia após o transplante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Protocolo de indução da GVHD. Camundongos da linhagem B6D2F1 foram irradiados 
com 9 gy de irradiação 2 horas antes do transplante. Foram transplantadas por injeção intravenosa, 
3x107 esplenócitos adicionados de 1x107 células da medula óssea isoladas de camundongos selvagens 
ou deficientes em 5-LO. Os animais tratados com zileuton receberam a droga por gavagem, de 12 em 
12 horas, durante 10 dias. Para análise dos dados, amostras do intestino e do fígado foram coletadas no 
início da mortalidade associada à GVHD. 

 

3.4 Quantificação dos parâmetros histopatológicos da reação inflamatória 
ocasionada pela GVHD 

	

3.4.1 Confecção de lâminas histológicas 

Porções do intestino delgado (jejuno e íleo) e do fígado foram retiradas dos camundongos dos 

grupos estudados, 10 e 20 dias após o transplante. Os intestinos foram retirados inteiros, lavados com 

PBS, estendidos em papel filtro, e abertos pela borda anti-mesentérica. As porções do jejuno e íleo 

foram separadas e preparadas em forma de rocamboles, conforme descrito em Arantes e Nogueira 

(1997).  Os rocamboles foram armazenados em formol tamponado (10% em PBS) por 24 horas e, em 

seguida, em álcool (70%) até o seu processamento. Durante o seu processamento os tecidos sofreram 

Grupos:		
1.	Transplante	de	leucócitos	deficientes	em		5-LO	
controle									(B6D2F1	→	B6D2F1)	(n=5)	
WT	→	F1								(	SV129	→	B6D2F1)		(n=7)	
5LO	-/-	→	F1	(	SV129	5LO-/-	→	B6D2F1)		(n=7)	
2.	Inibição	farmacológica	de	5-LO	
controle	(B6D2F1	→	B6D2F1)	(n=5)	
WT		→	F1	+	veículo	(C57BL/6J	→	B6D2F1)	(n=7)	
WT		→	F1	+	zil										(C57BL/6J	→	B6D2F1)	(n=7)	
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desidratação, realizada através de passagens subseqüentes em etanol em diferentes concentrações (80%, 

90%, absoluto I, II e III – 30 minutos cada); diafanização com xilol (I e II-20 minutos cada) e 

embebidos em parafina líquida (Paraplast Sigma) I e II – 30 minutos cada. Os tecidos foram incluídos 

em fôrmas contendo parafina líquida, onde permaneceram por 24 horas. Os blocos foram levados ao 

micrótomo e cortes dos tecidos (espessura de 5µm) foram realizados.  As lâminas contendo os cortes 

foram então desparafinizadas (xilol I e II – 20 minutos e álcool absoluto I, II e III, 90%,80%, 70% - 2 

minutos em cada) e coradas com hematoxilina (20  segundos)  e  eosina  (50  segundos) (coloração 

H&E).  Em seguida, as lâminas foram desidratadas e montadas com lamínulas e bálsamo do Canadá 

sintético.  O fígado foi também retirado, armazenado em formol tamponado (10% em PBS) e foram 

confeccionadas lâminas histológicas conforme acima descrito. 

3.4.2 Avaliação da graduação histopatológica 

As camadas do epitélio, da lâmina própria, da muscular e da serosa da porção jejuno-íleo dos 

intestinos e o fígado foram analisadas ao microscópio óptico Olympus BX51 (Olympus, Tóquio, Japão) 

utilizando-se objetivas de 10x e 20x. A quantificação dos parâmetros histopatológicos da reação 

ocasionada pela GVHD e demais intervenções foi realizada de acordo com uma adaptação de critérios 

utilizados por vários autores (THIELE et al., 1989; HILL et al., 1997; COLSON et al., 2004; 

REZENDE et al., 2013; BERNARDES et al., 2015).  Atribuiu-se um valor numérico às alterações 

observadas nas três camadas do intestino de acordo com os critérios abaixo: 

Epitélio:  

0 = sem alterações;  

1 = alterações reacionais discretas;  

2 = alterações associadas com erosão ou perda da arquitetura da região das criptas ou da superfície 

do epitélio;  

3 = alterações proliferativas nucleares e hiperplasia do epitélio das criptas ou epitélio de superfície, 

com ou sem evidências de ulceração e perda das células caliciformes.  

 

Lâmina Própria:  

0 = aspecto normal;  

1 = discreto aumento de mononucleares na lamina própria;  

2 = discreto a moderado aumento de células inflamatórias, edema e congestão;  

3 = celularidade aumentada com alargamento das vilosidades, edema e congestão.  
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Muscular e Serosa:  

0 = sem alterações;  

1 = discreto infiltrado e edema da serosa;  

2 = moderado infiltrado inflamatório da muscular e serosa, em focos;  

3 = sinais de necrose isquêmica e intensas alterações inflamatórias da muscular e da serosa.  

 

Utilizando estes critérios somados, a porção do intestino que obteve pontuação de 0 a 3, 

apresentava-se normal, ou com alterações discretas, 4 a 6 alterações moderadas e 7 a 9 alterações 

acentuadas.  Exemplo: epitélio (3) + lâmina própria (3) + muscular e serosa (3) = pontuação final 9 – 

alterações acentuadas nas três estruturas (Figura 6). Foram examinados no mínimo três animais por 

grupo, trabalhando-se com a média obtida por grupo.  

No fígado, atribuiu-se um valor numérico às alterações degenerativas do parênquima de acordo 

com os critérios abaixo:  

0 = normal;  

1= discreta vacuolização citoplasmática e eosinofilia focal;  

2 = difusa vacuolização, alteração da forma do hepatócito, alterações nucleares acentuadas;  

3= necrose hepatocitária e vacuolização difusa, alteração da forma do hepatócito e alterações 

nucleares acentuadas.  

Também foi avaliado o infiltrado inflamatório por meio da seguinte pontuação:  

0 = nenhum ou raro;  

1 = discreto infiltrado na área periportal;  

2 = presença de infiltrado discreto ou moderado na área periportal e intralobular;  

3 = presença de infiltrado acentuado na área periportal e intralobular;  

Cada camundongo recebeu uma graduação gerada pela soma dos 2 critérios acima que poderia 

chegar a um índice máximo de 6 pontos. 

	

3.5 Análise do acúmulo de leucócitos por citometria de fluxo 

3.5.1 Isolamento de células do baço e da medula óssea 
	

	 Os animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados por deslocamento cervical e 

o baço, os fêmures e as tíbias  foram retirados. O baço foi pesado e macerado em cell strainer em uma 

solução de meio RMPI enriquecido com SFB a 10%. As células da medula óssea dos ossos coletados 

foram isoladas conforme descrito no item 3.2. Após a maceração do baço e obtenção do lavado de 

medula óssea, o líquido obtido do isolamento das células nestes órgãos foi centrifugado a 350 g por 5 
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minutos na temperatura de 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e para lise de hemácias 

foram acrescentados 2 mL de ACK sobre o pellet que permaneceu 4 minutos nesta solução a 4°C. Em 

seguida, foi adicionado 8 mL de meio RPMI+SFB 10%, centrifugado a 350 g por 5 minutos a  4°C, 

descartado o sobrenadante e o pellet foi  ressuspendido em 1 mL de meio RPMI+SFB a 10% para 

contagem na câmara de Neubauer com o corante Turk na diluição de 1:10.  

3.5.2 Isolamento de células do jejuno-íleo 
	

 Os animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados por deslocamento cervical e 

o jejuno-íleo foi retirado e lavado com PBS1x. Em seguida, o órgão foi cortado em pequenos pedaços e 

colocado em um tubo falcon com 20mL de solução contendo PBS+5mM EDTA+ HEPES 10mM por 

20 minutos em temperatura ambiente no shake. O tubo foi posteriormente centrifugado a 350 g por 5 

minutos  à temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL  de 

meio RPMI + SFB a 10%. Foi realizada outra centrifugação de 350 g por 5minutos  à temperatura 

ambiente, o sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido em 500 uL de uma solução a 9 mg 

de colagenase IV/mL de meio RPMI e o volume foi completado com 9,5 mL de meio RPMI. Os tubos 

contendo os pedaços de jejuno-íleo embebidos nesta solução de colagenase foram colocados no shake 

por 90 minutos à temperatura ambiente. Após esta etapa, os pedaços de intestino foram 

homogeneizados com pipeta de pasteur e macerados em cell strainer de 100 um. O líquido do 

macerado foi centrifugado a 350 g por 10 minutos à temperatura ambiente, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI+SFB a 10% para contagem em câmara 

de Neubauer com o corante Turk na diluição de 1:10. 

3.5.3 Isolamento de células do fígado 
	

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados por deslocamento cervical e 

o lobo maior do fígado foi retirado e pesado. Em seguida, o lobo maior do fígado foi macerado em cell 

strainer em uma solução contendo meio RPMI + SFB a 10%. O líquido obtido do macerado foi 

centrifugado a 60 g por 3 minutos a 4°C para separação de hepatócitos (permaneceram no pellet) e 

leucócitos (presentes no sobrenadante). O sobrenadante foi em seguida coletado e colocado em um 

novo tubo falcon para realização de nova centrifugação a 60 g por 3 minutos a 4°C para garantir a 

presença de apenas leucócitos no sobrenadante. Este sobrenadante foi coletado e centrifugado a 350 g 

por 5 minutos à temperatura ambiente para formação do pellet de leucócitos. O sobrenadante foi 

descartado e sobre o pellet formado foram acrescentados 2 mL de ACK para lise de hemácias. Os tubos 

foram colocados por 4 minutos nesta solução a 4°C. Em seguida, foi adicionado 8 mL de meio 
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RPMI+SFB a 10%, centrifugado a 350 g por 5 minutos a 4°C, descartado o sobrenadante e o pellet foi  

ressuspendido em 1 mL de meio RPMI+SFB a 10% para contagem na câmara de Neubauer com o 

corante Turk na diluição de 1:10.  

 

3.5.4 Marcação das células com anticorpos para leitura no citômetro 
 

Após o isolamento das células de cada órgão, 1 x 106 células foram ressuspendidas em 300 ul de 

meio RPMI + 10% soro fetal bovino e distribuídas em tubos eppendorf. Após centrifugação destes 

tubos a 350 g, por 5 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e sobre o pellet foram adicionados 

10 µl de FC block diluído em PBS/BSA 1% na diluição de 1:100. Os tubos foram incubados por 20 

minutos, a 4 °C, protegidos da luz. Posteriormente, foram acrescentados também sobre o pellet 10 µl 

dos anticorpos para os marcadores extracelulares a serem analisados, previamente diluídos em 

PBS/BSA 1% conforme concentração indicada nos kits. Um grupo de amostras de cada órgão foi 

incluído para marcação dos controles de isotipo dos anticorpos (isotipos IgG1 e IgG2a), diluídos em 

PBS/BSA 1%. Todas as amostras foram posteriormente incubadas por 30 minutos, a 4 C°, protegidas 

da luz. Em seguida, adicionou-se 200 µl de PBS 1X gelado ao pellet e os tubos foram centrifugados a 

350 g, por 5 minutos, a 4°C.  Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

ressuspendido em formaldeído 4% e incubado por 30 minutos à temperatura ambiente para fixação. 

Posteriomente, as amostras foram centrifugadas, descartados os sobrenadantes e o pellet foi 

ressuspendido em PBS/BSA 1% para posterior leitura no citômetro. Nas amostras em que foram 

realizadas marcação intracelular, logo após a incubação dos anticorpos para marcação extracelular, 

lavagem com PBS 1X gelado e centrifugação, o sobrenadante foi descartado e sobre o pellet foram 

adicionados 150 µl/tubo de tampão de permeabilização (BD: Becton Dickinson and Company, EUA) e 

as amostras foram incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Em seguida, 

centrifugou-se e adicionou-se 20 µl/tubo dos anticorpos para marcação intracelular diluídos em tampão 

de permeabilização nas concentrações previamente padronizadas. As amostras foram incubadas por 45 

minutos e em seguida foram adicionados 200 µl/tubo de PBS 1X gelado. Os tubos foram centrifugados, 

os sobrenadantes foram descartados e o pellet foi ressuspendido  em formaldeído 4% e incubado por 30 

minutos à temperatura ambiente para fixação. Posteriomente, as amostras foram centrifugadas, 

descartados os sobrenadantes e o pellet foi ressuspendido em PBS/BSA 1% para posterior leitura no 

citômetro.  Os seguintes anticorpos foram utilizados para marcação das células: CD3 (APC-Cy7), CD4 

(Pacific Blue; PE Cy7), CD8 (Pacific Blue; V450), CD45R/B220 (PE), CD11b (PE-Cy5),   F4/80 (PE-

Cy7; V450), Ly6G (APC), CD25 (APC), CD11c (PE Cy7) e FOXP3 (PE). Todos os anticorpos foram 

adquiridos da  BD Pharmingen (Le Pont de Claix, France). A frequência de células positivas foi 
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analisada usando quadrantes específicos para as populações de interesse: linfócitos, granulócitos e 

macrófagos. Os limites dos quadrantes foram estabelecidos baseados nas populações negativas e 

controles de isotipo. As células foram adquiridas no citômetro BD FACS Canto II (BD Biosciences) e 

analisadas por meio do programa  FlowJo 7.5.3 (TreeStar Inc.). Para construção dos gráficos, foram 

utilizadas as frequências das células (porcentagens) no total de eventos adquiridos (mínimo de  20.000 

eventos/amostra). 

 

3.6  Quantificação do infiltrado de macrófagos no tecido pelo método de atividade da 
n-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG)  

	

Uma porção de 100 mg do intestino delgado ou fígado foi ressuspendida em solução salina  

0,9%  (4º  C)  contendo  0,15  v/v  de  Triton  X-100  (Merck).  Logo em seguida, foi homogeneizada 

em vortex e centrifugada a 4º por 10 minutos a 350 g.  Os sobrenadantes foram imediatamente 

recolhidos e utilizados para o ensaio de NAG com diluição de 1:10. A reação foi iniciada após a adição 

de 100 µL do sobrenadante recolhido após centrifugação e pela adição de 100 µL de p-nitrofenil-N-

acetil-β-D-glicosaminidina (Sigma), diluído em tampão citrato/fosfato (ácido cítrico 0,1M; Na 2 HPO 4  

0,1 M; pH 4,5) na concentração final de 2,24mM. A reação se processou a 37ºC por 10 minutos, em 

placas de 96 poços. O término da reação foi dado pela adição de 100 µL de tampão glicina 0,2M. (pH 

10,6).  As placas de 96 poços foram lidas em leitor de ELISA (Emax, Molecular Devices) a 405 nm. O 

número de macrófagos foi calculado a partir de uma curva padrão da atividade de NAG expressa em 

aumento de absorbância a partir de macrófagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos 

estimulados com tioglicolato 3%, conforme descrito no estudo de Barcelos et al. (2004).  Os resultados 

foram expressos em número relativo de macrófagos por miligrama (mg) de tecido úmido.  A unidade 

obtida por este procedimento é expressa como “número relativo de macrófagos” /100mg de tecido. 

 

3.7 Análise do recrutamento celular por microscopia intravital 

	

Para realização da técnica de microscopia intravital, os camundongos foram anestesiados com 

uma injeção intraperitoneal de uma mistura de xilazina e quetamina (essa mistura não causa alterações 

hemodinâmicas que poderiam interferir nos processos de recrutamento de leucócitos).  O camundongo 

anestesiado foi colocado em uma placa térmica mantida a 37°C, importante para manter a temperatura 

corpórea do animal estável.  Uma incisão foi feita na parede abdominal expondo cuidadosamente o 
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mesentério e as alças intestinais que foram posicionados sobre uma superfície transparente permitindo a 

passagem de luz. Um microscópio intravital (Nikon C-SRS H550L; Japan) com uma lente objetiva de 

20X foi utilizado para examinar a microvasculatura mesentérica.  Uma câmera digital (Nikon 

DSQIMC, Japan) acoplada ao microscópio foi usada para projetar as imagens em um monitor de 

computador.  Essas imagens foram gravadas para posterior análise usando o programa Imaging 

software (NIS ELEMENTS-NIKON). O número de leucócitos rolando e aderidos foi determinado após 

análise das imagens gravadas.  Leucócitos rolando foram definidos como células movendo em uma 

velocidade menor que aquelas de eritrócitos dentro de um determinado vaso. O número de leucócitos 

rolando foi determinado pela contagem de células passando por um determinado ponto marcado no 

vaso por minuto. Um leucócito foi considerado aderido quando permanecia parado por pelo menos 30 

segundos no vaso e o número de leucócitos aderidos foi quantificado contando-se o número de células 

aderidas dentro de um comprimento de 100 µm de vaso. 

 

3.8 Quantificação de citocinas e quimiocinas por ELISA 

	

O jejuno-íleo e o fígado dos animais foram retirados no início da mortalidade 

(aproximadamente 14 dias após o transplante).  Os níveis de citocinas e quimiocinas foram medidos em 

homogenatos destes órgãos através de Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). Cem miligramas 

da porção jejuno-íleo   do   intestino   delgado   (úmido) e do lobo quadrado hepático coletado dos   

grupos   estudados   foram homogeneizadas  com  PBS  contendo  antiproteases  (0,1  mM  PMSF,  0,1  

nM  benzetonio clorídrico, 10 mM EDTA e 20 KI aprotinina A) e 0,05% de Tween20. As amostras 

foram centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 rpm e a 4ºC. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio  

de  ELISA  com  diluição  de  1:4.  O  ensaio  de ELISA  foi  realizado  conforme as instruções do 

fabricante (R&D System) e quantificado a partir do comprimento de onda de 492 nm adquirido em 

leitor de placas. 

 

3.9 Extração e expressão de mRNA de 5-LO por Real Time PCR 

	

O RNA total de amostras do intestino e do fígado foi extraído utilizando-se Trizol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA), tratados com DNAse livre de RNAse e armazenados em freezer -70 °C. A reação 

de PCR em tempo real foi realizada em um sistema de detecção de sequência de 7500 (Applied 

Biosystems) utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) após uma reação de 
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transcrição reversa de 2 ug de RNA total usando o kit SuperScript III (Invitrogen, EUA). O nível de 

expressão relativa do gene de 5-LO foi determinado pelo método do ΔΔ de comparação do limiar, 

normalizado pela subunidade ribossomal 18S. Foram utilizados os seguintes pares de iniciadores: 

 

 

3.10 Dosagem de leucotrieno B4 

	

Os animais foram eutanasiados no 3° e no 10° dia após o transplante para coleta do jejuno-íleo, 

fígado e sangue e posterior dosagem dos níveis de LTB4. Foram pesadas 50 mg das amostras de jejuno-

íleo e fígado que foram em seguida processadas em 500 µL de buffer contendo inibidores de proteases. 

O soro foi obtido a partir da centrifugação do sangue a 7000 rpm, 15 min., à temperatura ambiente. Os 

níveis séricos, hepáticos e intestinais de LTB4 foram então determinados por ensaio enzimático através 

de kit comercial próprio (Biotrak™, Amersham Pharmacia Biotech, UK), conforme as instruções do 

fabricante. As amostras foram lidas em um leitor de absorbância no comprimento de onda 405 nm e os 

resultados foram expressos como pg LTB4/amostra, baseados numa curva padrão. 

 

3.11 Avaliação dos parâmetros clínicos e sobrevivência 

	

Após o transplante de esplenócitos, os camundongos foram avaliados de dois em dois dias para 

análise dos parâmetros clínicos da GVHD, utilizando uma escala clínica, com pontuação de 0 a 14 

(tabela 1). Esta escala foi criada a partir de uma adaptação da escala utilizada em trabalhos anteriores 

do nosso grupo (REZENDE et al., 2013; BERNARDES et al., 2015) e avaliou a variação do peso 

corporal; o aspecto do pêlo dos camundongos; a descamação da pele, verificada na cauda, na região 

anal, no pavilhão auricular externo e no focinho; a atividade do camundongo; a postura em flexão do 

tronco; a ocorrência de diarreia e a presença de sangue oculto nas fezes. O sangue oculto foi verificado 

através do kit diagnóstico da FECA-CULTTM, de acordo com as instruções do fabricante. Estes sete 

parâmetros foram pontuados de zero a dois, somando um total de 14 pontos. O aspecto do pêlo (pêlo 

arrepiado) foi pontuado com dois pontos quando apresentou alterações ou com zero quando não 

ocorreu alteração. A pontuação da variação do peso corporal foi dividida em percentual de peso 
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perdido. Foi pontuado com zero o animal que não teve perda de peso corporal; 0,5 se a perda foi de até 

10% do peso corporal inicial; 1,0 se a perda foi entre 10 a 25%; 1,5 se a perda de peso foi entre 25% a 

50% em relação ao peso inicial e 2,0 se a perda de peso corporal foi acima de 50%. A postura foi 

graduada de acordo com o grau de inclinação ou flexão do tronco. O animal recebeu pontuação zero 

quando não apresentou nenhuma inclinação aparente; 0,5 para uma leve inclinação; 1,0 para uma 

inclinação moderada e 2,0 quando a inclinação se agravou, levando o camundongo a assumir uma 

flexão de tronco próxima do total com aproximação das patas dianteiras às traseiras. A atividade foi 

pontuada com zero quando não tinha alterações, 0,5 quando foi observada uma apatia leve, 1,0 para 

apatia moderada e 2,0 quando a apatia ficou grave (letargia). As fezes dos animais também foram 

avaliadas e pontuadas, quanto à presença de diarreia em zero (fezes sem alterações), 1,0 (fezes 

pastosas) e 2,0 (fezes líquidas) e quanto à presença ou não de sangue: 0 (ausência), 1,0 (moderada 

quantidade de sangue) e 2,0 (grande quantidade de sangue). Os parâmetros clínicos foram analisados de 

2 em 2 dias até que um dos grupos analisados apresentasse 100% de mortalidade. 
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Tabela 1: Escala clínica. Adaptada a partir de dados da literatura (COOKE et al., 2001; COLSON et 
al., 2004; CASTOR et al., 2012; REZENDE et al., 2013; BERNARDES et al., 2015) para a verificação 
dos parâmetros clínicos ocasionados pela reação inflamatória ocasionada pela GVHD. 
 

Peso 0: sem perda de peso/ 0,5: perda 10% do peso corporal/ 1,0: perda de 10 a 

25% / 1,5: perda de 25 a 50%/ 2,0: perda acima de 50%. 

Postura 0: sem inclinação aparente/ 0,5: inclinação leve/ 1,0: inclinação moderada/ 

2,0: inclinação grave. 

Atividade 0: sem alteração aparente/ 0,5: apatia leve/ 1,0: apatia moderada/ 2,0: 

letargia. 

Textura do pêlo (pêlo 

arrepiado) 

0: ausência / 2,0: presença 

Integridade da pele 0: ausência de lesão / 2,0: presença de lesão 

Sangue oculto nas 

fezes 

0: ausência / 1,0: quantidade de sangue moderada / 2,0: grande quantidade 

de sangue 

Diarreia 0: ausência / 1,0: pastosa / 2,0: líquida 

Total 14 pontos 

 

3.12 Análise da reconstituição da medula óssea por citometria de fluxo 

	

 O baço e a medula dos camundongos foram coletados e 1x106 células foram isoladas de cada 

órgão conforme o protocolo de isolamento citado no item 3.2.  Após o isolamento, estas amostras 

foram processadas e marcadas para leitura no citômetro conforme citado no item 3.6.3. Os seguintes 

anticorpos foram utilizados para marcação das células: H-2Dd (Alexa Fluor-647; Biolegend, San Diego, 

CA) e H-2Kb/H-2Db (PE; Biolegend, San Diego, CA). Os limites dos quadrantes foram estabelecidos 

baseados nas populações negativas e controles de isotipo. As células foram adquiridas no citômetro BD 

FACS Canto II (BD Biosciences) e analisadas por meio do programa  FlowJo 7.5.3 (TreeStar Inc.). 

Para construção dos gráficos, foram utilizadas as frequências das células (porcentagens) no total de 

eventos adquiridos (mínimo de  50.000 eventos/amostra). 
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3.13 Indução da reação do GVL 

	

Uma linhagem celular de mastocitoma murino, P815 (H-2d, American Type Culture Collection, 

Rockville, MD), transduzida com um vetor (EF1αGFP) foi gentilmente cedida por A. C. Leal e M. 

Bonamino (Instituto Nacional do Câncer, Rio de Janeiro, Brasil). Sete dias antes do transplante destas 

células em camundongos submetidos à GVHD, elas foram cultivadas em garrafas próprias para cultura, 

em meio DMEN + 10% de soro fetal bovino (SFB), armazenadas em estufa na temperatura de 37°C e 

na concentração de 5% CO2. No dia 7, quando as células P815+ apresentavam pelo menos 80% de 

viabilidade (avaliadas pela contagem com o corante Tripan) e expressão de GFP em 100% das células 

(avaliadas por citometria de fluxo), o mesmo protocolo de indução da GVHD foi realizado, seguida da 

injeção intravenosa de seis mil células P815 GFP+ nos camundongos B6D2F1. Os camundongos 

submetidos à doença do enxerto-versus-hospedeiro e ao transplante de células tumorais, foram 

eutanasiados no 5° dia após o transplante para retirada do baço e realização da citometria de fluxo. 

Após o isolamento de 1 x106 células/amostra conforme o protocolo de isolamento citado no item 3.2., a 

leitura das amostras foi realizada no citômetro BD C6 Accuri (BD Biosciences, San Jose, CA). Foram 

adquiridos 20000 eventos/amostra e a presença de células tumorais foi determinada pela frequência de 

células GFP+ no total de eventos adquiridos. Os gráficos foram construídos a partir da análise dos 

histogramas produzidos pelo citômetro, partindo-se do histograma de células do baço não GFP+, 

utilizando-se o programa FlowJo 7.5.3 (TreeStar Inc.).  

 

3.14 Análises estatísticas 

	

Os dados foram analisados estatisticamente por análise de variância (One-way ANOVA), 

seguida do teste Newman-Keuls e as diferenças foram consideradas estatisticamente significativas 

quando P < 0.05. Os dados foram expressos como média ± EPM. As análises estatísticas e os gráficos 

foram elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism 6. 

 

 

 

 



38		

4 RESULTADOS 

 

4.1 Transplante de células deficientes em 5-LO reduz lesão intestinal e hepática em 
camundongos submetidos à GVHD  

	

Para compreender o papel de 5-lipoxigenase no desenvolvimento da GVHD, analisamos as 

modificações histopatológicas do intestino e do fígado de camundongos submetidos à doença que 

receberam transplante de células deficientes ou não em 5-lipoxigenase. O intestino e o fígado dos 

animais foram retirados em duas diferentes fases da GVHD: início dos sinais clínicos da doença 

(aproximadamente 7 dias após o transplante) e início da mortalidade (aproximadamente 14 dias após o 

transplante). No início dos sinais clínicos, não foi encontrada diferença na graduação das lesões 

histopatológicas do fígado e do intestino de camundongos que receberam células deficientes ou não em 

5-lipoxigenase comparada à graduação histopatológica do grupo controle (dados não mostrados). 

Entretanto, no início da mortalidade, houve uma diferença significativa na graduação das lesões 

histopatológicas no intestino e fígado entre o grupo controle e aqueles submetidos à GVHD com 

células de animais WT (Figura 4A e 4B).  Nesta fase da GVHD, o grupo que recebeu células de 

camundongos selvagens apresentou perda parcial da arquitetura do intestino, além de um acúmulo de 

células inflamatórias na mucosa e submucosa, edema e congestão de vasos sanguíneos. Foram 

observadas também mudanças degenerativas graves e ulceração da mucosa, com áreas focais de 

necrose na camada muscular e serosa (Figura 4A e 4D), enquanto que no grupo controle foram 

observadas apenas pequenas áreas com discreto infiltrado inflamatório, possivelmente devido aos 

efeitos da irradiação no intestino. O grupo que recebeu células deficientes em 5-LO apresentou 

preservação da arquitetura do órgão, onde foram observadas apenas raras erosões superficiais na 

mucosa, um menor infiltrado inflamatório e edema na lâmina própria, além de permanecerem íntegras 

as camadas muscular e serosa, o que resultou em uma menor graduação histopatológica em comparação 

ao grupo de camundongos submetidos à GVHD (Figura 4A e 4E). No fígado, destacou-se um infiltrado 

inflamatório ao redor da veia centro-lobular no grupo que recebeu células selvagens (Figura 4B e 4G) 

em comparação ao grupo controle e uma redução desse infiltrado no grupo que recebeu células 

deficientes em 5-LO (Figura 4B e 4H). Estes resultados destacam a importância da via de 5-

lipoxigenase na fisiopatologia da doença do enxerto-versus-hospedeiro.  
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Figura 4. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO diminui a lesão de órgãos alvo associada 
à GVHD no início da mortalidade. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células 
da medula de camundongos doadores semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. 
Camundongos que receberam esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 
para B6D2F1) não desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. No início da 
mortalidade, os camundongos foram sacrificados e coletadas amostras do jejuno-íleo (A) e do fígado 
(B) para análise histopatológica. Aspectos histopatológicos de secções do intestino (C-E) e fígado (F-
H) coradas com H&E nos grupos controle, WT → F1 e 5LO-/- → F1, respectivamente. Escala de barra, 
50 µm para todos os painéis. Os resultados são apresentados como como média ± SEM (n = 5). * e #P 
< 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1, respectivamente.  
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4.2 Transplante de células deficientes em 5-LO diminui o acúmulo de leucócitos em 
órgãos alvo da GVHD  

	

LTB4 tem papel importante em diferentes doenças inflamatórias por meio da interação com o 

receptor BLT1 pelo qual tem maior afinidade. Este receptor está expresso principalmente em 

leucócitos, incluindo linfócitos T e macrófagos (FUNK, 2001; LUSTER; TAGER, 2004). O eixo 

LTB4-BLT1 participa do recrutamento de leucócitos para sítios inflamatórios tanto por direcionar a 

migração dessas células quanto por aumentar a interação entre a célula endotelial e os leucócitos. Dessa 

forma, nós avaliamos se a interferência na via de produção de LTB4 poderia alterar o acúmulo de 

leucócitos no baço, na medula óssea, no jejuno-íleo e no fígado, órgãos alvo associados à GVHD, no 

início da mortalidade. 

 

4.2.1 Acúmulo de células no baço e na medula 
	

Nos animais submetidos à GVHD houve um aumento na proporção de linfócitos T CD4+ e T 

CD8+   no baço (Figura 5A-B, 5E) e na medula (Figura 5C-D). Por outro lado, o transplante de 

leucócitos deficientes em 5-LO reduziu a proporção dessas células no baço (Figura 5A-B, 5E) e na 

medula (Figura 5C-D). Foi observado também um aumento na proporção de macrófagos no baço 

(Figura 6A e 6C) e na medula (Figura 6B e 6D) de camundongos submetidos à GVHD comparado ao 

grupo controle. Já o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO reduziu a proporção dessas células 

nestes órgãos linfoides (Figura 6).  
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Figura 5. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO reduz o acúmulo de LT CD4+ e T CD8+ 
em órgãos linfoides associados à GVHD. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e 
células da medula de camundongos doadores semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos 
B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos 
(B6D2F1 para B6D2F1) não desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O 
grupo tratado com zileuton (inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 
0,1% 12 em 12hs), iniciada no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD 
(10 dias após o transplante). No início da mortalidade, os camundongos foram sacrificados e coletadas 
amostras para análise do acúmulo de LT CD4+ (A, E) e LT CD8+ (B, E) no baço e LT CD4+ (C) e LT 
CD8+ (D) na medula por citometria de fluxo. Dot plot representativo da análise dos resultados realizada 
no baço (E). Os resultados são apresentados como como média ± SEM (n = 4). * e #P < 0.05 quando 
comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veículo, respectivamente.  
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Figura 6. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton reduz o 
acúmulo de macrófagos em órgãos linfoides associados à GVHD. A GVHD foi induzida pela 
transferência de esplenócitos e células da medula de camundongos doadores semialogênicos WT ou 
WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos e células da 
medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não desenvolveram a doença e foram 
denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton (inibidor de 5-LO) recebeu a droga 
por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada no dia do transplante e mantida até 
o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). No início da mortalidade, os 
camundongos foram sacrificados e coletadas amostras para análise do acúmulo de macrófagos no baço 
(A, C) e na medula (B, D) por citometria de fluxo. Os resultados são apresentados como como média ± 
SEM (n = 4). * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veículo, 
respectivamente.  
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Não houve diferença na proporção de células T reg no baço em nenhum dos grupos avaliados 

(Tabela 2). Na medula, a proporção de T reg nos camundongos submetido à GVHD apresentou-se 

aumentada em comparação ao grupo controle (Tabela 2). No grupo que recebeu células deficientes em 

5-LO não houve diferença na proporção de T reg na medula quando comparada aos demais grupos 

(Tabela 2).  Não houve diferença na proporção de células NK no baço e na medula em nenhum dos 

grupos avaliados (Tabela 2). A proporção de células dendríticas no baço de camundongos submetidos à 

GVHD estava reduzida em comparação ao grupo controle. Nos camundongos que receberam células 

deficientes em 5-LO houve um aumento na proporção de células dendríticas comparado ao grupo 

controle e ao grupo submetido à GVHD (Tabela 2). Na medula, entretanto, não houve diferença na 

proporção dessas células em nenhum dos grupos avaliados (Tabela 2). Com relação ao acúmulo de 

neutrófilos, houve um aumento no baço e na medula dos camundongos submetidos à GVHD em 

comparação ao grupo controle (Tabela 2). No grupo que recebeu leucócitos deficientes em 5-LO, a 

proporção de neutrófilos no baço estava diminuída em relação aos animais doentes, o que não ocorreu 

na medula óssea (Tabela 2).  Os camundongos submetidos à GVHD também apresentaram uma 

redução na proporção de linfócitos B no baço e na medula em comparação ao grupo controle. 

Entretanto, o grupo de animais que recebeu células deficientes em 5-LO apresentou uma proporção 

maior dessas células, apesar dessa proporção permanecer menor que a dos animais não doentes (Tabela 

2).  

 
Tabela 2: Perfil de leucócitos nos órgãos linfoides associados à GVHD. A GVHD foi induzida pela 
transferência de esplenócitos e células da medula de camundongos doadores semialogênicos WT ou 
WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos e células da 
medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não desenvolveram a doença e foram 
denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton (inibidor de 5-LO) recebeu a droga 
por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada no dia do transplante e mantida até 
o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). No início da mortalidade, os 
camundongos foram sacrificados e coletadas amostras do baço e da medula para análise do acúmulo de 
células inflamatórias por citometria de fluxo. Os resultados são apresentados como média ± SEM (n = 
4). * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veíc., respectivamente. 
Os dados que apresentaram diferenças estatisticamente significativas foram destacados em negrito. 
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4.2.2 Acúmulo de células no intestino e no fígado 
 

  A análise do acúmulo de leucócitos no jejuno-íleo de animais submetidos à GVHD demonstrou 

um aumento na proporção de LT CD4+ e LT CD8+ em comparação ao grupo controle. Os animais que 

receberam transplante de células deficientes em 5-LO apresentaram uma redução na proporção dessas 

células quando comparada ao grupo de animais que recebeu células selvagens (Figura 7A e 7C). Nós 

também observamos um aumento no acúmulo de macrófagos no jejuno-íleo de camundongos 

submetidos à GVHD em comparação ao grupo controle (Figura 8A). No grupo que recebeu células 

deficientes em 5-LO, observamos uma redução do acúmulo de macrófagos neste órgão comparado ao 

grupo que recebeu células selvagens (Figura 8A). Em relação às células dendríticas e T reg observamos 

uma redução na proporção dessas células nos animais que receberam leucócitos selvagens em 

comparação ao grupo controle (Figura 8B e 8D). Entretanto, no grupo de animais que receberam 

leucócitos deficientes em 5-LO, a proporção de células dendríticas (Figura 8B e 8D) e T reg manteve-

se semelhante à do grupo não doente (Figura 8C e 8E).  
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Figura 7. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton reduz o acúmulo 
de linfócitos no jejuno-íleo. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células da medula de 
camundongos doadores semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que 
receberam esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não 
desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton (inibidor 
de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada no dia do 
transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). No início da 
mortalidade, os camundongos foram sacrificados e coletadas amostras para análise do acúmulo de LT CD4+ 

(A, C) e LT CD8+ (B, C). Os resultados são apresentados como média ± SEM (n = 4). * e #P < 0.05 quando 
comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veículo, respectivamente. 
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Figura 8. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton reduz o 
acúmulo de macrófagos e mantém o número de células dendríticas e Treg no jejuno-íleo. A 
GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células da medula de camundongos doadores 
semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não 
desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton 
(inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada 
no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). 
No início da mortalidade, os camundongos foram sacrificados e coletadas amostras para análise do 
acúmulo de macrófagos através do ensaio de NAG (A) e de células dendríticas CD11c+ (B, D) e Treg 
(C, E) por citometria de fluxo. Os resultados são apresentados como média ± SEM (n = 4). * e #P < 
0.05 quando comparados ao grupo controle e grupo WT → F1 + veículo, respectivamente. 
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  Houve ainda uma redução na proporção de células NK tanto nos animais que receberam células 

selvagens quanto nos animais que receberam células deficientes em 5-LO em comparação ao grupo 

controle. Não houve diferença na proporção de LB ou neutrófilos em nenhum dos grupos avaliados 

(Tabela 3).   

 

 
 
Tabela 3: Perfil de leucócitos no jejuno-íleo de camundongos submetidos à GVHD. A GVHD foi 
induzida pela transferência de esplenócitos e células da medula de camundongos doadores 
semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não 
desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton 
(inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada 
no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante).  
No início da mortalidade, os camundongos foram sacrificados e coletadas amostras do jejuno-íleo para 
análise do acúmulo de células inflamatórias por citometria de fluxo. Os resultados são apresentados 
como média ± SEM (n = 4). * P < 0.05 quando comparados ao grupo controle. Os dados que 
apresentaram diferenças estatisticamente significativas foram destacados em negrito. 
   

  A análise do acúmulo de leucócitos no fígado no início da mortalidade demonstrou que em 

nosso modelo de GVHD murino não há diferença na proporção de linfócitos T CD4+ neste órgão em 

nenhum dos grupos avaliados (Tabela 4). Entretanto, houve um aumento na proporção de linfócitos T 

CD8+ de animais submetidos à GVHD em comparação ao grupo controle. Nos animais que receberam 

leucócitos deficientes em 5-LO houve uma redução significativa na proporção dessas células em 

comparação aos animais que receberam células selvagens (Figura 9A e 9C). Nós também observamos 

um aumento no acúmulo de macrófagos no fígado de camundongos que receberam leucócitos 

selvagens quando comparado ao grupo controle. No grupo que recebeu células deficientes em 5-LO 

houve uma redução do acúmulo destes macrófagos hepáticos (Figura 9B). Não houve diferença na 

proporção de células NK no fígado em nenhum dos grupos avaliados (Tabela 4). Em relação à Treg, 

houve um pequeno aumento nos grupos que receberam células selvagens ou deficientes em 5-LO em 

comparação ao grupo controle, entretanto, a proporção dessas células em todos os grupos foi 

extremamente baixa, mantendo-se em níveis menores que 1% (Tabela 4). A análise do neutrófilo 
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demonstrou um aumento na proporção desse tipo celular nos camundongos submetidos à GVHD em 

comparação ao grupo controle. No grupo que recebeu leucócitos deficientes em 5-LO foi observada 

uma redução na proporção dessas células quando comparada à do grupo de animais que recebeu células 

selvagens (Tabela 4). Houve também uma redução na proporção de células NK tanto nos animais que 

receberam células selvagens quanto nos animais que receberam células deficientes em 5-LO em 

comparação ao grupo controle. Não houve diferença na proporção de LB ou neutrófilos em nenhum 

dos grupos avaliados (Tabela 3). Foi observada uma redução na proporção de LB e células dendríticas 

em animais submetidos à GVHD comparada à proporção apresentada pelo grupo controle (Tabela 4). 

Nos animais que receberam leucócitos deficientes em 5-LO, a proporção de linfócitos B e células 

dendríticas manteve-se semelhante à do grupo controle (Tabela 4). 

  Os dados expostos até agora indicam que a redução de macrófagos e linfócitos intestinais e 

hepáticos contribuem para a proteção dos órgãos alvo da GVHD.  Além disso, a manutenção da 

proporção de T reg e de células dendríticas no jejuno-íleo observada em camundongos que receberam 

células deficientes em 5-LO pode estar associada à proteção deste órgão.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 4: Perfil de leucócitos no fígado de camundongos submetidos à GVHD. A GVHD foi 
induzida pela transferência de esplenócitos e células da medula de camundongos doadores 
semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não 
desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton 
(inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada 
no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante).  
No início da mortalidade, os camundongos foram sacrificados e coletadas amostras do fígado para 
análise do acúmulo de células inflamatórias por citometria de fluxo. Os resultados são apresentados 
como média ± SEM (n = 4). * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 
+ veíc., respectivamente. Os dados que apresentaram diferenças estatisticamente significativas foram 
destacados em negrito. 
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Figura 9. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton reduz o acúmulo de 
LT CD8 e macrófagos no fígado. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células da 
medula de camundongos doadores semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. 
Camundongos que receberam esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para 
B6D2F1) não desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com 
zileuton (inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada 
no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). No início 
da mortalidade, os camundongos foram sacrificados e coletadas amostras para análise do acúmulo de LT CD8 
(A) por citometria de fluxo e macrófagos através do ensaio de NAG (B). Os resultados são apresentados como 
média ± SEM (n = 4). * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veículo, 
respectivamente. 
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4.3 Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO reduz a concentração de citocinas 
e quimiocinas em órgãos alvo da GVHD 

 

Visto que a ausência de 5-LO nos leucócitos doados protegeu os órgãos alvo da GVHD e 

reduziu o acúmulo de leucócitos nestes órgãos, o nosso próximo experimento objetivou avaliar a 

produção de quimiocinas e citocinas relacionadas à fisiopatologia da doença do enxerto-versus-

hospedeiro. Foi observada uma maior concentração das quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5 (Figura 

10A-C) no intestino de camundongos submetidos à GVHD no início da mortalidade comparada à 

concentração destas quimiocinas no grupo controle. Entretanto, não foram encontradas diferenças nos 

níveis de CCL2 (Figura 10A) e CCL5 (Figura 10C) em camundongos que receberam células 

deficientes ou não em 5-lipoxigenase. Já na análise de CCL3 (Figura 10B), observamos níveis 

reduzidos dessa quimiocina em animais que receberam transplante de células deficientes em 5-LO em 

comparação aos animais que receberam células selvagens.  

Camundongos submetidos à GVHD pelo transplante de leucócitos selvagens apresentaram 

ainda um aumento nos níveis de IFN-γ, TNF-α e IL-17 (Figura 10D-F) e uma redução dos níveis da 

citocina anti-inflamatória IL-10 (Figura 10G) em comparação ao grupo controle. Já os camundongos 

que receberam células deficientes em 5-LO apresentaram níveis reduzidos destas citocinas pró-

inflamatórias quando comparados aos níveis apresentados por camundongos que receberam células 

selvagens (Figura 10D-F). Além disso, o nível da citocina anti-inflamatória IL-10 apresentou-se 

aumentado em comparação ao grupo controle e ao grupo que recebeu células selvagens (Figura 10G), 

demonstrando que parte do efeito protetor da ausência de 5-lipoxigenase poderia ser explicado pela 

redução de quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias e aumento da citocina anti-inflamatória IL-10 no 

intestino (Figura 10). 
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Figura 10. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO reduz a concentração intestinal de 
quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias envolvidas na GVHD. A GVHD foi induzida pela 
transferência de esplenócitos e células da medula de camundongos doadores semialogênicos WT ou 
WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos e células da medula 
de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não desenvolveram a doença e foram 
denominados como grupo controle. No início da mortalidade associada à doença, os camundongos 
foram sacrificados e as concentrações de CCL2 (A), CCL3 (B), CCL5 (C), IFN-γ (D), TNF-α (E), IL-
17 (F) e IL10 (G) foram avaliadas em homogenatos do jejuno-íleo pelo ensaio de ELISA. Os resultados 
são apresentados como média ± SEM (n = 5). * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao 
grupo WT → F1, respectivamente.    

 

No fígado de animais submetidos à GVHD, foi observado um aumento nos níveis das 

quimiocinas CCL2 (Figura 11A), CCL3 (Figura 11B) e CCL5 (Figura 11C) no início da mortalidade 

em comparação ao grupo controle. Não houve diferença nos níveis de CCL3 e CCL5 entre os animais 

do grupo que receberam células selvagens ou células deficientes em 5-LO (Figura 11B-C).  Entretanto, 

houve um aumento de CCL2 no grupo que recebeu células deficientes em 5-LO em comparação ao 

grupo que recebeu células selvagens e ao grupo controle (Figura 11A). 

Os níveis hepáticos das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ (Figura 11D), TNF-α (Figura 11E) e 

IL-17 (Figura 11F) também se apresentaram elevados em animais que receberam células deficientes ou 

não em 5-LO em comparação ao grupo controle. Entretanto, animais que receberam células deficientes 

em 5-lipoxigenase mantiveram o nível da citocina anti-inflamatória IL-10 semelhante ao grupo 

controle, enquanto que animais que receberam células selvagens apresentaram uma redução no nível 

desta citocina anti-inflamatória (Figura 11G).  
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Figura 11. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO mantém o nível da citocina anti-
inflamatória IL-10 semelhante ao grupo controle. A GVHD foi induzida pela transferência de 
esplenócitos e células da medula de camundongos doadores semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para 
camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos e células da medula de 
camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não desenvolveram a doença e foram denominados 
como grupo controle. No início da mortalidade associada à doença, os camundongos foram sacrificados 
e as concentrações de CCL2 (A), CCL3 (B), CCL5 (C), IFN-γ (D), TNF-α (E), IL-17 (F) e IL10 (G) 
foram avaliadas em homogenatos do fígado pelo ensaio de ELISA. Os resultados são apresentados 
como média ± SEM (n = 5). * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1, 
respectivamente.    

 

4.4 Inibição farmacológica de 5-lipoxigenase com zileuton protege os órgãos alvo da 
GVHD 

  

 Embora existam várias classes de inibidores de 5-LO, apenas zileuton é aprovado para uso 

clínico. Zileuton foi introduzido na prática clínica em 1996 para tratamento de asma brônquica e rinite 

alérgica e é ainda hoje comumente utilizado (MASTALERZ; KUMIK, 2010; APAROY; REDDY; 

REDDANNA, 2012; STEINHILBER; HOFMANN, 2014). Dessa forma, nosso próximo passo foi 

avaliar os efeitos do tratamento com zileuton nos órgãos alvo da GVHD.  Em animais tratados com 

zileuton, nós observamos uma importante redução da lesão intestinal e hepática associada à doença do 

enxerto-versus-hospedeiro (Figura 12). O tratamento com este fármaco resultou na preservação da 

arquitetura do jejuno-íleo, que apresentou moderado infiltrado inflamatório na lâmina própria e discreto 

acúmulo de células inflamatórias na camada muscular e serosa em comparação ao grupo submetido à 

GVHD e tratado com veículo (Figure 12A e 12E). No fígado, foi observado um pequeno infiltrado 

inflamatório ao redor da veia centrolobular no grupo de animais tratados com zileuton, diferente do 

grupo não tratado que apresentou intenso infiltrado inflamatório nessa região (Figura 12B e 12H). Estes 

resultados são similares aos apresentados anteriormente quando camundongos receberam leucócitos 
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deficientes em 5-LO. Em conjunto, os resultados demonstrados até agora corroboram com a hipótese 

de que produtos derivados da via de 5-lipoxigenase podem ser relevantes para o desenvolvimento do 

dano intestinal e hepático associados à GVHD em camundongos.  

Figura 12. Tratamento com zileuton diminui a lesão de órgãos alvo da GVHD em camundongos 
submetidos à doença. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células da medula de 
camundongos doadores semialogênicos WT para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não 
desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton 
(inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada 
no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). 
Após indução da GVHD, os camundongos foram sacrificados e amostras do intestino (A) e fígado (B) 
foram coletadas para análise histopatológica no início da mortalidade associada à doença. Podem ser 
observados os aspectos histopatológicos de secções do intestino (C-E) e fígado (F-H) coradas com 
H&E nos grupos controle, WT → F1 + veículo e WT → F1 +zil, respectivamente. Escala de barra, 50 
µm para todos os painéis. Os resultados são apresentados como como média ± SEM (n = 5). * e #P < 
0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veículo, respectivamente. 
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4.5 Tratamento com zileuton controla a resposta inflamatória associada à doença do 
enxerto-versus-hospedeiro 

4.5.1 Acúmulo de leucócitos em órgãos linfoides 
	

Nós demonstramos neste trabalho que o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO reduz a 

proporção de células T CD4+ e T CD8+ no baço e na medula óssea. Entretanto, o tratamento com 

zileuton não foi capaz de reduzir a proporção dessas células no baço e na medula, apresentando valores 

similares aos do grupo não tratado (Figura 5). Apesar disso, o tratamento com zileuton reduziu o 

acúmulo de macrófagos no baço e na medula em comparação ao grupo não tratado (Figura 6). 

Assim como observado para os animais que receberam transplante de leucócitos deficientes em 

5-LO, o tratamento com zileuton não alterou a proporção de células Treg ou NK no baço e NK também 

na medula comparada aos demais grupos avaliados (Tabela 2). Ainda na medula, houve um aumento na 

proporção de Treg do grupo tratado com zileuton em comparação ao grupo controle, o que resultou em 

valores similares aos apresentados pelo grupo não tratado (Tabela 2). A proporção de células 

dendríticas no baço de camundongos tratados com zileuton também apresentou um aumento 

comparado ao grupo controle e ao grupo não tratado, conforme já observado no baço de camundongos 

que receberam células deficientes em 5-LO (Tabela 2). Na medula, a proporção de células dendríticas 

dos animais tratados com zileuton manteve-se em níveis similares a todos os outros grupos avaliados 

(Tabela 2). Em relação ao neutrófilo, o tratamento com zileuton não foi capaz de reduzir o aumento 

destas células observado no baço e na medula de camundongos submetidos à GVHD, apresentando 

uma proporção de neutrófilos nesses órgãos semelhante à do grupo não tratado (Tabela 2). A avaliação 

dos linfócitos B no baço e na medula mostrou uma redução drástica na proporção deste leucócito tanto 

no grupo não tratado quanto no grupo tratado com zileuton em comparação ao grupo controle (Tabela 

2).  

 

4.5.2 Acúmulo de leucócitos em órgãos alvo 
	

Nós também avaliamos o acúmulo de leucócitos nos órgãos alvo de camundongos tratados com 

zileuton. No jejuno-íleo, apesar de o tratamento com zileuton não ser capaz de reduzir a proporção de 

LT CD4+ (Figura 7A e 7C) no início da mortalidade, a inibição farmacológica da via reduziu a 

proporção de LT CD8+ intestinais em comparação ao grupo não tratado (Figura 7B e 7C), assim como 

observado para os camundongos que receberam células deficientes em 5-LO. O tratamento com 

zileuton também inibiu o acúmulo de macrófagos neste órgão, apresentando níveis similares ao grupo 
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controle (Figura 8A). Camundongos que foram tratados com zileuton mantiveram a proporção de 

células dendríticas no jejuno-íleo em valores próximos aos observados no grupo controle e no grupo 

que recebeu células deficientes em 5-LO, em contraste com a grande redução da proporção dessas 

células no grupo não tratado (Figura 8B e 8D). A proporção de células T reg no jejuno-íleo de animais 

tratados com zileuton permaneceu semelhante à proporção observada no grupo controle e no grupo que 

recebeu leucócitos deficientes em 5-LO, enquanto que no grupo não tratado, houve uma redução 

drástica na proporção dessas células. O tratamento com zileuton não alterou a proporção de células NK 

em comparação ao grupo não tratado. Em ambos os grupos, houve uma redução na proporção desta 

célula em comparação à proporção observada no grupo controle (Tabela 3). O tratamento com zileuton 

também não modificou a proporção de LB ou neutrófilos intestinais, mantendo-se em valores 

semelhantes aos observados para os demais grupos avaliados (Tabela 3).   

A análise do acúmulo de leucócitos no fígado de animais tratados com zileuton no início da 

mortalidade demonstrou uma reduzida proporção de linfócitos T CD8+ neste órgão quando comparada 

ao grupo não tratado, apresentando valores similares aos observados nos camundongos que receberam 

células deficientes em 5-LO (Figura 9A e 9C). Foi observada ainda uma inibição do acúmulo de 

macrófagos hepáticos em camundongos tratados com zileuton, apresentando um número relativo de 

macrófagos similar ao grupo controle (Figure 9B). O tratamento com zileuton não modificou a 

proporção de células NK no fígado, que permaneceu semelhante à proporção apresentada pelos demais 

grupos (Tabela 4). Em relação à Treg, camundongos tratados com zileuton também apresentaram um 

pequeno aumento na proporção dessas células, assim como observado nos grupos que receberam 

células deficientes ou não em 5-LO em comparação ao grupo controle (Tabela 4). Diferente do 

observado em camundongos que receberam células deficientes em 5-LO, o tratamento com zileuton 

não foi capaz de reduzir a proporção de neutrófilos hepáticos, apresentando valor semelhante ao grupo 

não tratado (Tabela 4). O tratamento com zileuton também não foi capaz de reverter a redução de LB e 

de células dendríticas observadas no grupo não tratado, resultando em reduzida proporção dessas 

células em comparação ao grupo controle (Tabela 4). 

 

4.5.3 Recrutamento e adesão de leucócitos em vênulas mesentéricas 
	

 O papel de LTB4 no desenvolvimento de respostas inflamatórias através da ação direta na 

quimiotaxia e adesão de leucócitos em células endoteliais já está bem descrito. Dessa forma, nosso 

próximo experimento foi realizado com o objetivo de avaliar se camundongos tratados com zileuton 

apresentariam uma redução no recrutamento e/ou adesão de leucócitos em vênulas do mesentério 
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intestinal. Para tanto, após 10 dias de tratamento com zileuton, os animais foram submetidos ao 

experimento de microscopia intravital dos vasos mesentéricos e os valores de rolamento e adesão de 

leucócitos obtidos foram comparados aos observados em camundongos controle e camundongos 

submetidos à GVHD sem tratamento. Nós observamos que a indução da GVHD com células de 

camundongos selvagens e o tratamento com veículo aumenta o rolamento e a adesão de leucócitos nas 

vênulas mesentéricas 10 dias após o transplante. O grupo tratado com zileuton apresentou uma inibição 

tanto do rolamento (Figura 13A) quanto da adesão (Figura 13B) destes leucócitos nas vênulas 

mesentéricas, apresentando valores similares aos observados no grupo controle (Figura 13A-B). 
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Figura 13. Tratamento com zileuton diminui o rolamento e a adesão de leucócitos na 
microvasculatura mesentérica de camundongos submetidos à GVHD. A GVHD foi induzida pela 
transferência de esplenócitos e células da medula de camundongos doadores semialogênicos WT para 
camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos e células da medula de 
camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não desenvolveram a doença e foram denominados 
como grupo controle. O grupo tratado com zileuton (inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem 
(30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada no dia do transplante e mantida até o início dos 
sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante).  No 10° dia após o transplante, os camundongos 
foram anestesiados e vênulas intestinais (± 80 µm) foram selecionadas para contagem do número de 
leucócitos rolando e aderidos através da microscopia intravital.  Número de células rolando por minuto 
(A) e número de células aderidas por 100 µm (B). Os resultados são apresentados como como média ± 
SEM (n = 5). * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veículo, 
respectivamente. 
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4.5.4 Redução dos níveis de quimiocinas e citocinas em órgãos alvo da GVHD 
	

  No grupo tratado com zileuton, todas as quimiocinas intestinais avaliadas apresentaram uma 

diminuição em comparação ao grupo tratado apenas com veículo (Figura 14A-C). Os níveis hepáticos 

de CCL2 e CCL3 também foram reduzidos após o tratamento com zileuton quando comparado ao 

grupo não tratado (Figura 14D-E). Não foi observada nenhuma modificação nos níveis hepáticos de 

CCL5 entre o grupo tratado ou não com zileuton, ambos se apresentando elevados em comparação ao 

grupo controle (Figura 14F). 

Figura 14. Tratamento com zileuton reduz quimiocinas intestinais e hepáticas em camundongos 
submetidos à GVHD. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células da medula de 
camundongos doadores semialogênicos WT para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não 
desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton 
(inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada 
no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). 
No início da mortalidade associada à doença, os camundongos foram sacrificados e as concentrações de 
CCL2 (A, D), CCL3 (B, E) e CCL5 (C, F), foram avaliadas em homogenatos do jejuno-íleo e do fígado 
pelo ensaio de ELISA. Os resultados são apresentados como média ± SEM (n = 5). * e #P < 0.05 
quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veículo, respectivamente.    
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  Camundongos tratados com zileuton também mostraram níveis intestinais reduzidos de IFN-γ, 

TNF-α, IL-17 e IL-12 comparado ao grupo tratado apenas com veículo (Figura 15A-D). Além disso, 

houve uma redução nos níveis de IFN-y (Figura 15E) e IL-17 (Figura 15G) no fígado de animais 

tratados com zileuton. Já os níveis hepáticos de TNF-α não se apresentaram alterados em nenhum 

grupo avaliado (Figura 15B) e os níveis de IL-12 foram similares entre o grupo tratado e o não tratado 

(Figura 15H). Não foram observadas diferenças nos níveis intestinais e hepáticos de IL-10 entre os 

animais tratados ou não com zileuton (dados não mostrados). 

Figura 15. Tratamento com zileuton reduz citocinas intestinais e hepáticas em camundongos 
submetidos à GVHD. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células da medula de 
camundongos doadores semialogênicos WT para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não 
desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton 
(inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada 
no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). 
No início da mortalidade associada à doença, os camundongos foram sacrificados e as concentrações de 
CCL2 (A), CCL3 (B), CCL5 (C), IFN-γ (D), TNF-α (E), IL-17 (F) e IL10 (G) foram avaliadas em 
homogenatos do fígado pelo ensaio de ELISA. Os resultados são apresentados como média ± SEM (n = 
5). * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veículo, 
respectivamente.    

 

 Os resultados expostos até aqui nos conduzem à hipótese de que a redução intestinal e hepática 

destas citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias podem estar associadas à redução do acúmulo de 

leucócitos observada anteriormente após o transplante de células deficientes em 5-LO ou o tratamento 

com zileuton. Em conjunto, esses resultados são consistentes com nossos dados apresentados 

anteriormente que demonstram uma redução na lesão de órgãos alvo da GVHD após a inibição da via 

de 5-LO. 
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4.6 Expressão de mRNA de 5-LO e produção de LTB4 em camundongos submetidos à 
GVHD 

  

 O nosso próximo passo foi verificar a produção de LTB4 durante a GVHD. Primeiramente, 

verificamos se havia uma modificação na expressão do mRNA de 5-LO. Embora tenhamos observado 

um aumento da expressão de 5-lipoxigenase no jejuno-íleo de camundongos submetidos a um modelo 

mais brando de GVHD no início da mortalidade (dados não mostrados), foi observada uma menor 

expressão do mRNA para 5-LO no intestino de camundongos submetidos ao modelo mais grave de 

GVHD, o qual foi utilizado neste trabalho (Figura 16A). Neste modelo, nós ainda realizaremos em 

breve essa análise nas fases iniciais da doença. No fígado, não houve diferença na expressão de mRNA 

de 5-LO no início da mortalidade entre o grupo controle e o grupo submetido à GVHD (Figura 16B).   

 Nosso próximo passo foi investigar se havia diferença na produção de LTB4. Para isso, os 

níveis de LTB4 foram avaliados no soro, no jejuno-íleo e no fígado no 3° dia após o transplante e no 

início da mortalidade em camundongos que receberam leucócitos deficientes ou não em 5-LO e em 

camundongos submetidos à GVHD tratados ou não com zileuton (Figura 16C-E). No terceiro dia após 

o transplante, houve um aumento de LTB4 no soro de animais submetidos à GVHD e tratados com 

veículo em comparação ao grupo controle, o que não ocorreu nos camundongos tratados com zileuton 

(Figura 16C). Nos animais que receberam células deficientes em 5-LO não foi detectado LTB4 nessa 

fase (Figura 16C). No jejuno-íleo, os níveis de LTB4 no 3° dia pós-transplante apresentaram-se 

elevados em todos os grupos avaliados em relação ao grupo controle (Figura 16D). Já no fígado, nessa 

fase da doença, não foram observadas diferenças nos níveis de leucotrieno B4 entre o grupo controle e 

o grupo submetido à GVHD e tratado com veículo.  Foi observado um menor nível de LTB4 neste 

órgão tanto no grupo que recebeu células deficientes em 5-LO quanto no grupo de animais tratados 

com zileuton, em comparação ao grupo controle e ao grupo submetido à GVHD (Figura 16E).  

No início da mortalidade, foi observado um aumento dos níveis de LTB4 no soro, no jejuno-íleo 

e no fígado em todos os grupos avaliados quando comparados aos níveis obtidos no 3° dia após o 

transplante e aos níveis basais apresentados por camundongos que não foram submetidos à irradiação 

ou transplante (representado nos gráficos pela linha pontilhada) (Figura 16). No sangue, os níveis de 

LTB4 atingidos no início da mortalidade foram semelhantes no grupo controle e nos camundongos que 

receberam células selvagens (Figura 16C). Foram observados menores níveis séricos deste eicosanoide 

tanto no grupo que recebeu células deficientes em 5-LO quanto no grupo tratado com zileuton 

comparado ao grupo que recebeu células de camundongos selvagens e não foi tratado e ao grupo 

controle (Figura 16C). No intestino, os níveis de leucotrieno atingidos nesse período da doença foram 

semelhantes para todos os grupos (Figura 16D). Por outro lado, foi observado um aumento nos níveis 
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hepáticos de LTB4 nos camundongos submetidos à GVHD em comparação ao grupo controle (Figura 

16E). Por sua vez, tanto o grupo que recebeu células deficientes em 5-LO quanto o grupo de animais 

submetidos à GVHD e tratados com zileuton apresentaram uma redução na produção de LTB4 hepática 

comparada ao grupo controle (Figura 16E).  
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Figura 16. Expressão da enzima 5-LO e produção de LTB4 em camundongos submetidos à 
GVHD. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células da medula de camundongos 
doadores semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que 
receberam esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não 
desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton 
(inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada 
no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). 
No início da mortalidade, os camundongos foram sacrificados e amostras do jejuno-íleo (A) e fígado 
(B) foram coletadas para análise do mRNA de 5-LO. Amostras de soro (C), jejuno-íleo (D) e fígado (E) 
foram coletadas também no 3° dia após o transplante e no início da mortalidade para dosagem de 
LTB4. A linha pontilhada representa os valores basais de LTB4 nos órgãos de animais não submetidos 
à irradiação ou transplante (C-E). Os resultados são apresentados como como média ± SEM (n = 5). * e 
# P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT → F1 + veículo, respectivamente. 
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 Esses dados demonstram que a participação da via da 5-lipoxigenase na GVHD não depende do 

aumento da expressão gênica da enzima e que a produção de LTB4 na doença é complexa. 

Experimentos para avaliação da atividade da enzima serão realizados afim de esclarecer os mecanismos 

pelos quais o bloqueio da via nas células doadas ou o tratamento com zileuton reduz a GVHD. 
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4.7 Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton reduz 
os sinais clínicos e a mortalidade em camundongos submetidos à GVHD 

 

Nossos dados expostos até agora demonstraram que a via de 5-lipoxigenase contribui para o 

desenvolvimento da GVHD de forma sistêmica e a intervenção nesta via, tanto pelo transplante de 

leucócitos deficientes em 5-LO quanto pela inibição farmacológica utilizando zileuton resultou em 

redução da resposta inflamatória em órgãos linfoides e em órgãos alvo da doença, e na proteção 

intestinal e hepática. Uma vez que a inflamação sistêmica associada à GVHD seguida da lesão grave do 

intestino e fígado estão associadas à alta morbidade e mortalidade observada na doença, nosso próximo 

passo foi avaliar se o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou o tratamento com zileuton 

poderia resultar em menor morbidade e mortalidade dos animais. Para tanto, experimentos de análise 

da sobrevida e sinais clínicos da GVHD foram realizados.  

Para a avaliação da sobrevida e dos sinais clínicos em camundongos que receberam células 

deficientes em 5-LO, foi realizado um primeiro experimento onde camundongos do grupo controle não 

desenvolveram a doença e apresentaram 100% de sobrevivência até o final do experimento. 

Camundongos que receberam esplenócitos e células da medula óssea de camundongos selvagens 

desenvolveram GVHD aguda, o que foi confirmado por 100% de letalidade no vigésimo quarto dia 

após a indução da doença (Figura 17A), acentuada perda do peso corporal (Figura 17B) e graduação 

clínica elevada, atingindo uma escala de 13 pontos (Figura 17C). Em contraste, o grupo que recebeu 

células deficientes em 5-LO apresentou efetiva proteção da doença, resultando em 83% de 

sobrevivência e significante redução da perda de peso e graduação clínica da doença quando 

comparado aos animais submetidos ao transplante de células selvagens (Figura 17A-C). É interessante 

notar que os animais que receberam células deficientes em 5-LO mantiveram-se vivos (83% de 

sobrevivência) até o 38° dia pós-transplante, quando foram sacrificados (Figura 17A). 

Posteriormente, para avaliação da sobrevida e sinais clínicos da doença associado ao tratamento 

com zileuton, realizamos um segundo experimento onde a indução da GVHD foi realizada com 

leucócitos de camundongos WT e um grupo foi tratado com zileuton por gavagem (30mg/kg/100µl de 

CMC 0,1% de 12 em 12hs), iniciada no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da 

GVHD (10 dias após o transplante) e o outro grupo foi tratado apenas com veículo. Camundongos do 

grupo controle não desenvolveram a doença e apresentaram 100% de sobrevivência até o final do 

experimento. Camundongos submetidos à GVHD e tratados apenas com veículo desenvolveram a 

doença, o que foi confirmado por 100% de letalidade no trigésimo dia após o transplante (Figura 17D), 

acentuada perda do peso corporal (Figura 17E) e graduação clínica elevada, atingindo uma escala de 12 
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pontos (Figura 17F). Em contraste, o grupo que foi submetido à GVHD e tratado com zileuton, 

apresentou efetiva proteção da doença de forma semelhante aos animais que receberam células 

deficientes em 5-LO resultando em 100% de sobrevivência e significante redução da perda de peso e 

graduação clínica da doença quando comparado aos animais do grupo não tratado (Figura 17D-F). Os 

animais tratados com zileuton mantiveram-se vivos (100% de sobrevivência) até o 40° dia pós-

transplante, quando foram sacrificados (Figura 17D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton estão 
associados à redução da mortalidade, controle da perda de peso corporal e melhora dos sinais 
clínicos da GVHD. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células da medula de 
camundongos doadores semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos 
que receberam esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) 
não desenvolveram a doença e foram denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton 
(inibidor de 5-LO) recebeu a droga por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada 
no dia do transplante e mantida até o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). 
No primeiro experimento (A-C), após indução da GVHD com leucócitos deficientes ou não para 5-LO, 
os camundongos foram monitorados a cada 2 dias para sobrevivência (A), controle do peso corporal 
(B) e ocorrência dos sinais clínicos da GVHD (C) e os grupos foram representados como segue: grupo 
controle (♦, n=4); grupo WT → F1 (▲, n=6) e grupo 5LO-/- → F1 (▼, n=6). No segundo experimento 
(D-F), após a indução da GVHD com leucócitos de WT e tratamento com zileuton ou veículo, os 
camundongos foram monitorados a cada 2 dias para sobrevivência (D), controle do peso corporal (E) e 
ocorrência dos sinais clínicos da GVHD (F) e os grupos foram representados como segue: grupo 
controle (♦, n=4); grupo WT → F1 + veículo (▲, n=6) e grupo WT → F1 +zil (■, n=6). Os resultados 
são apresentados como média ± SEM e * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo 
WT → F1 ou WT → F1 + veículo, respectivamente. 
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4.8 Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton 
controla a GVHD sem interferir na reconstituição da medula óssea 

	

 Nosso próximo experimento teve como objetivo avaliar a proporção de células H2D+H2B+ 

(marcadores de superfície das células de camundongos B6D2F1) e a proporção de células H2B+ 

(marcador de superfície das células de camundongos C57BL/6 e SV129) no baço e na medula óssea de 

camundongos submetidos à GVHD para avaliar a “pega do enxerto”. O grupo controle, que recebeu 

células singênicas, apresentou predominantemente, células H2D+ H2B+ (Figura 18B, 18E e 18G). Já os 

animais dos grupos que receberam células semialogênicas selvagens ou deficientes em 5-LO e foram 

tratados ou não com zileuton, apresentaram em sua maioria, células H2B+ (Figura 18A, 18E e 18G) e 

uma menor proporção de células H2D+ H2B+ tanto no baço quanto na medula óssea (Figura 18B, 18E e 

18G). Estes resultados demonstram que o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou o 

tratamento com zileuton não interferem na reconstituição da medula óssea. Após o transplante, todos os 

grupos que foram submetidos à GVHD apresentaram predominantemente células advindas do doador, 

tanto no baço quanto na medula, confirmando a capacidade de reconstituição da medula óssea nestes 

animais.  
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Figura 18. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton não altera 
a reconstituição de células doadas nos órgãos hematopoiéticos. A GVHD foi induzida pela 
transferência de esplenócitos e células da medula de camundongos doadores semialogênicos WT ou 
WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos e células da 
medula de camundongos singênicos (B6D2F1 para B6D2F1) não desenvolveram a doença e foram 
denominados como grupo controle. O grupo tratado com zileuton (inibidor de 5-LO) recebeu a droga 
por gavagem (30mg/kg/100µl de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada no dia do transplante e mantida até 
o início dos sinais clínicos da GVHD (10 dias após o transplante). No início da mortalidade, os 
camundongos foram sacrificados e a porcentagem de células H2B+ H2D+ (marcadores de células 
B6D2F1) (B, D, E, F e G) e de células H2B+ (marcadores de células de C57BL/6 e SV129) (A, C, E, F 
e G) no baço e na medula óssea foram avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados são 
apresentados como média ± SEM e * e #P < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo WT 
→ F1 ou WT → F1 + veículo, respectivamente. 

 

 

	  



68		

4.9 Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton 
mantém a resposta benéfica do GVL  

 

 Uma vez que observamos um controle da doença do enxerto-versus-hospedeiro em 

camundongos que receberam o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou foram tratados com 

zileuton, nós realizamos um experimento para avaliar a resposta do enxerto-versus-leucemia nesses 

animais. No grupo controle, submetido ao transplante de células singênicas associado à infusão de 

células tumorais, cerca de 62% das células analisadas no baço eram GFP+, demonstrando o crescimento 

dessas células no órgão (Figura 19A e 19B). O grupo controle submetido ao transplante de células 

singênicas associado à infusão de células tumorais e tratado com zileuton apresentou uma redução na 

proporção das células P815 GFP+, evidenciando um possível efeito anti-tumoral da droga (Figura 19A 

e 19C). Animais submetidos à GVHD e não tratados apresentaram uma grande redução na proporção 

de células tumorais, representada por cerca de 15% das células do baço (Figura 19A e 19D). Os 

animais que receberam células deficientes em 5-LO ou foram tratados com zileuton mantiveram a 

capacidade de reação contra as células tumorais, apresentando uma proporção de células P815 GFP+ 

semelhante ao grupo que recebeu células selvagens e não foi tratado (Figura 19A e 19E-F).    
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Figura 19. Transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratamento com zileuton mantém a 
resposta benéfica do GVL. A GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos e células da 
medula de camundongos doadores semialogênicos WT ou WT 5LO-/- para camundongos B6D2F1. 
Camundongos que receberam esplenócitos e células da medula de camundongos singênicos (B6D2F1 
para B6D2F1) não desenvolveram GVHD e foram denominados como grupo controle. No mesmo dia 
do transplante, todos os grupos receberam a infusão intravenosa de 6000 células tumorais P815 GFP+. 
Os grupos tratados com zileuton (inibidor de 5-LO) receberam a droga por gavagem (30mg/kg/100µl 
de CMC 0,1% 12 em 12hs), iniciada no dia do transplante e mantida até o 5° dia após o início do 
experimento. Após 5 dias, os camundongos foram sacrificados e a porcentagem de células P815 GFP+ 
no baço foi avaliada por citometria de fluxo. Os resultados são apresentados como média ± SEM e * e 
#P < 0.05 quando comparados ao grupo controle + tumor e ao grupo controle + tumor + zil, 
respectivamente. 
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5. DISCUSSÃO 

	

A doença do enxerto-versus-hospedeiro ainda é a complicação mais grave do transplante de 

células-tronco hematopoiéticas. Vários estudos sobre o papel das células T regulatórias, células T 

efetoras e citotóxicas e células apresentadoras de antígenos têm levado a uma melhor compreensão da 

fisiopatologia da GVHD. No entanto, pouco progresso tem sido observado em relação a estratégias 

terapêuticas utilizadas no manejo da doença (CHOI; REDDY, 2014). Apesar da profilaxia padrão que 

consiste geralmente na administração endovenosa de ciclosporina A associada ou não ao metrotexato e 

à prednisona (drogas imunossupressoras) no dia anterior ao transplante e mantida por até 3 meses, a 

GVHD ainda se desenvolve em aproximadamente 40 a 60% dos receptores de transplante de medula 

óssea (BLAZAR et al., 2012; CHOI; REDDY, 2014). Nesse contexto, novas drogas têm sido 

desenvolvidas tanto para serem utilizados como primeira linha de tratamento como para terapêutica da 

doença do enxerto-versus-hospedeiro refratária a esteroides. Ainda assim, não existe um consenso 

sobre a melhor estratégia para manejo da GVHD, sendo de grande relevância o estudo da fisiopatologia 

da doença. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi compreender a participação da via metabólica 

envolvendo a atividade enzimática da 5-lipoxigenase no desencadeamento e na progressão da GVHD.  

 Nós observamos neste trabalho que o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou o 

tratamento com zileuton (1) reduziu a lesão intestinal e hepática associada à GVHD, (2) diminuiu o 

acúmulo de leucócitos em órgãos linfoides e órgãos alvo da doença, além de (3) reduzir a concentração 

de citocinas e quimiocinas intestinais e hepáticas, (4) os níveis séricos e hepáticos de LTB4 e (5) o 

recrutamento e a adesão de leucócitos em vênulas mesentéricas. A redução da resposta inflamatória 

sistêmica e lesão de órgãos alvo no grupo que recebeu células deficientes em 5-LO ou no grupo tratado 

com zileuton resultou na (6) redução dos sinais clínicos e mortalidade, sem (7) interferir na 

reconstituição da medula óssea e (8) no efeito benéfico do enxerto-versus-leucemia. 

 A via metabólica envolvendo a enzima 5-lipoxigenase tem sido alvo de muitos estudos, 

incluindo a sua participação na patogênese da doença de Alzheimer (JOSHI; PRATICÒ, 2015), 

aterosclerose (MEHRABIAN; ALLAYEE, 2003), doenças do sistema cardiovascular 

(OSHER; WEISINGER; LIMOR, 2006), lesão pancreática (KNAB et al., 2015) e colite 

(ZINGARELLI et al.,1993; BREGANÓ et al., 2014). Entretanto, a sua participação na doença do 

enxerto-versus-hospedeiro ainda não foi descrita. Em nosso trabalho, nós observamos que o bloqueio 

genético ou farmacológico da via de 5-LO contribuiu para uma menor lesão intestinal e hepática de 

camundongos submetidos à GVHD. Este dado é relevante, uma vez que cerca de 50% dos pacientes 

que desenvolvem GVHD apresentam lesão no intestino e no fígado e isto está associado à morbidade 

da doença. A apoptose de células desses órgãos resulta em perda de função e, consequentemente, 
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sintomas clínicos que incluem diarreia e hiperbilirrubinemia, demonstrando que a intervenção nesta via 

pode ser importante para o manejo clínico da GVHD (ROBB; HILL, 2012).  

 Além de observamos uma menor lesão intestinal e hepática nos animais que receberam 

leucócitos deficientes em 5-LO, nós observamos uma redução na proporção de LT CD4 e T CD8 no 

baço e na medula destes animais. Vários estudos já demonstraram que o baço pode ser considerado um 

órgão alvo da GVHD (SCHATTENFROH et al.,1995; KATAOKA et al., 2001; NEW et al., 2002). A 

GVHD esplênica é caracterizada por atrofia linfoide, desorganização estrutural, necrose focal, aumento 

de IFN-y, CCL3, CCL2, CXCL2 e CXCL9. Isto ocorre porque após o transplante de medula óssea, LT 

CD4 e LT CD8 doados migram inicialmente para os órgãos linfoides e se proliferam em resposta aos 

aloantígenos, além de induzirem a morte de LT do receptor por apoptose mediada por Fas/FasL. 

Modelos animais vêm estabelecendo também a medula óssea como um órgão alvo da GVHD, 

mostrando que a doença afeta a hematopoiese e o desenvolvimento linfoide (MULLER et al., 2010; 

von BONIN; BORNHÄUSER, 2014; SZYSKA; NA, 2016). Assim como observado no baço, foi 

demonstrado em modelo animal de GVHD que linfócitos T advindos do doador migram para a medula 

óssea aonde são ativados, prejudicam a hematopoiese e destroem nichos de formação de células, 

incluindo osteoblastos e células do endotélio vascular por aumento da expressão de Fas (YAO et al., 

2014). Resultados semelhantes foram obtidos em pacientes com GVHD, que apresentaram grande 

infiltrado de LT doados na medula óssea e redução de osteoblastos (MENSEN et al, 2014).  A GVHD 

de medula óssea está associada ainda à produção de TNF-α e IL-1 que estimulam o aumento da 

expressão de MHC de classe II, CD40, moléculas de adesão e aumento da permeabilidade vascular, 

facilitando a ativação e chegada de células do sistema imune inato, além de linfócitos alorreativos no 

órgão (SZYSKA; NA, 2016). Após a proliferação dos linfócitos T doados no baço e na medula, ocorre 

a migração dessas células para o intestino e para o fígado, desencadeando grave resposta inflamatória e 

lesão nesses órgãos (SCHATTENFROH et al.,1995; KATAOKA et al., 2001; NEW et al., 2002). 

Dessa forma, nós acreditamos que a redução de LT CD4 e LT CD8 no baço e na medula de 

camundongos que receberam leucócitos deficientes em 5-LO pode ter contribuído na fase inicial do 

desencadeamento da GVHD, reduzindo a ativação e proliferação dessas células nestes órgãos linfoides 

e consequentemente, reduzindo a migração posterior para os demais órgãos alvo. 

Corroborando com os resultados de redução de LT CD4 e CD8 na medula e no baço, nós 

também observamos uma redução dessas células no intestino e no fígado de camundongos que 

receberam leucócitos deficientes em 5-LO. Apesar de zileuton não reduzir a proporção de LT CD4 no 

baço, na medula ou no intestino, houve uma redução de LT CD8 no fígado após o bloqueio da via 

metabólica de 5-LO causado por esta droga.  A manipulação farmacológica de linfócitos T permanece 

sendo a principal estratégia para profilaxia da doença.  A depleção destas células é uma maneira efetiva 
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para prevenção da GVHD, uma vez que evita a sua proliferação e ativação nos órgãos linfoides e 

posterior migração para os órgãos alvo (CHOI; REDDY, 2014). Já no regime de condicionamento, a 

lesão do intestino e do fígado causada pela irradiação ativa APC’s do receptor. A interação destas 

células com linfócitos T do doador na fase de ativação da GVHD em resposta a diferenças de MHC de 

classe II induz a diferenciação dessas células em LT CD4 enquanto que as diferenças de MHC de 

classe I induz a diferenciação das células em LT CD8 (JAMIL; MINEISHI, 2015). A produção 

exacerbada de diferentes citocinas, tais como IL-6, 1L-4, 1L-12 e TGF-B observada nesta fase, induz a 

diferenciação dessas células nos subtipos Th1, Th2, Th17, Tc1 e Tc17 e agravam ainda mais a lesão 

destes órgãos, seja por produção de mais citocinas e recrutamento de outros leucócitos, seja pela 

citotoxicidade direta mediada por linfócitos T citotóxicos e seus subtipos, resultando na perpetuação da 

GVHD e à morte  caso não sejam utilizadas medidas terapêuticas eficazes para o controle da doença 

(BLAZAR; MURPHY; ABEDI, 2012; MARKEY, MACDONALD, HILL, 2014). Nesse contexto, a 

redução de LT CD4 e LT CD8 no intestino e no fígado após o bloqueio da via de 5-LO é coerente com 

os nossos resultados de proteção intestinal e hepática observada em camundongos que receberam 

células deficientes em 5-LO ou foram tratados com zileuton. 

O tratamento com zileuton ou o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO reduziu ainda a 

proporção de macrófagos no baço, na medula, no fígado e no intestino dos camundongos submetidos à 

GVHD. Macrófagos contribuem de forma significativa na fisiopatologia da doença, uma vez que atuam 

como célula fagocitária, participam da apresentação de antígenos para linfócitos T, expressam 

numerosos receptores para citocinas pró-inflamatórias e produzem mediadores inflamatórios 

importantes como espécies reativas de oxigênio e várias citocinas, incluindo TNF-α (FIEREN, 2012). 

Dessa forma, a redução da quantidade dessas células nos animais tratados com zileuton ou 

transplantados com células deficientes em 5-LO pode ter contribuído para o controle da doença. 

Corroborando com os nossos resultados de redução de macrófagos no fígado após bloqueio de 5-LO, 

um trabalho recente publicado por Li et al. (2014) demonstrou que 5-lipoxigenase participa da falência 

hepática aguda induzida por D-galactosamina em ratos, associada à necrose hepática, níveis elevados 

de LTB4 e elevado número de macrófagos. Por outro lado, a inibição da via melhorou a falência 

hepática aguda e isto foi associado à redução de macrófagos no órgão. Luz et al. (2014) também 

demonstraram que a inibição de 5-LO através de MK886 (inibidor da enzima FLAP) inibiu o 

recrutamento de neutrófilos e macrófagos para a cavidade peritoneal de camundongos estimulados com 

eotaxina, demonstrando a importância da via de 5-lipoxigenase para o recrutamento e acúmulo destas 

células. Monteiro e colaboradores (2011) também demonstraram a importância da via de 5-LO e da 

produção de LTB4 para o recrutamento de neutrófilos induzido por heme para a cavidade peritoneal. 

Estes autores observaram uma redução da migração destas células em animais deficientes em 5-LO, em 
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animais tratados com inibidores da enzima e também por meio de tratamento com inibidores dos 

receptores BLT1. Neste trabalho, nós também observamos um menor acúmulo de neutrófilos no baço, 

na medula e no fígado de camundongos que receberam transplante de leucócitos deficientes em 5-LO. 

O papel dos neutrófilos na GVHD ainda é pouco conhecido. Em um estudo recente publicado por 

Schwab et al., (2014) foi demonstrado um acúmulo importante de neutrófilos no íleo de camundongos 

submetidos à GVHD, associado a dano intestinal e ativação de linfócitos T efetores pela produção de 

ROS por essas células. Por outro lado, a depleção de neutrófilos reduziu a mortalidade associada à 

doença. Os autores demonstraram ainda que a gravidade da GVHD intestinal em humanos foi 

correlacionada ao aumento do número de neutrófilos nas lesões do órgão. Apesar de termos observado 

uma redução de neutrófilos em outros órgãos que não o intestino após o transplante de leucócitos 

deficientes em 5-LO, talvez em nosso modelo, a redução do número de neutrófilos em outros órgãos 

alvo esteja contribuindo para o controle da doença a partir de uma menor ativação de linfócitos T.  

Além disso, o tratamento com zileuton ou o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO 

resultou na manutenção da proporção de células dendríticas tanto no baço quanto no jejuno-íleo dos 

camundongos destes grupos. O papel das células dendríticas na GVHD é controverso, mas estudos 

mais atuais têm demonstrado a importância dessas células em controlar a doença. Weber et al. (2014) 

demonstraram que células dendríticas do hospedeiro protegem da GVHD e a ausência destas células 

leva à lesão intestinal grave e morte precoce de camundongos submetidos à doença. Outro estudo 

realizado em humanos por Elze et al. (2014) destacou a importância da reconstituição de células 

dendríticas após transplante de medula óssea realizado em crianças para aumentar a taxa de sobrevida e 

reduzir a gravidade da GVHD aguda nestes pacientes.  

A resposta inflamatória sistêmica observada na GVHD é causada não só pelo acúmulo de 

células pró-inflamatórias, mas também pela persistente redução do número de células T regulatórias 

(BERES; DROBYSKI, 2013). Vários estudos demonstraram que a retirada destas células piora a 

doença e que por outro lado, a infusão destas células tem papel importante em modular a GVHD 

(ERMANN et al., 2001; BERES; DROBYSKI, 2013). Em 2011, Brunstein e colegas, publicaram um 

estudo demonstrando que a infusão de células Treg associada ao transplante de células tronco do 

cordão umbilical em humanos diminuiu a incidência da GVHD aguda. Dessa forma, acreditamos que a 

manutenção da proporção de células Treg no jejuno-íleo observada na ausência de 5-LO pode ter 

contribuído para a redução da lesão intestinal observada no grupo tratado com zileuton ou no grupo que 

recebeu leucócitos deficientes em 5-LO. 

Além da diminuição de lesão de órgãos alvo e do acúmulo de leucócitos pró-inflamatórios em 

animais submetidos ao transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou tratados com zileuton, 
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observamos uma redução nos níveis de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias nestes dois grupos.  

Foi observada uma redução intestinal da quimiocina CCL3 e das citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-17. Estes 

resultados são relevantes, uma vez que um estudo prévio publicado por nosso grupo, já demonstrou a 

participação de CCL3 na GVHD, onde a sua ausência nas células doadas ou o bloqueio farmacológico 

de seu receptor também reduz a mortalidade e lesão em órgãos alvo associados à doença do enxerto-

versus-hospedeiro diminuindo o acúmulo de linfócitos T CD4+ e CD8+ no baço e intestino, além de 

inibir o recrutamento de macrófagos para o intestino (CASTOR et al., 2010). As citocinas pró-

inflamatórias IFN-γ e TNF–α, também têm importante papel na fisiopatologia da GVHD (ROBB; 

HILL, 2012). A produção aumentada destas citocinas precede as manifestações clínicas da doença 

(KOIDE et al., 1997) e estão relacionadas a uma síndrome sistêmica de perda de peso, diarreia, 

alterações na pele e alta mortalidade (PIGUET et al., 1987; BAKER et al., 1995; KOIDE et al., 1997; 

SCHROEDER; DIPERSIO, 2011). Quantidades elevadas de IFN-γ contribuem para o dano intestinal 

por diferentes vias, incluindo efeitos citopáticos diretos da citocina no trato gastrointestinal e ativação 

de monócitos/macrófagos que passam a secretar quantidades de linfotoxina e TNF-α, potencializando o 

dano ao órgão (ROBB; HILL, 2012). Por sua vez, o TNF-α tem um papel importante em todas as fases 

da fisiopatologia da GVHD, desde a fase inicial de ativação das células apresentadoras de antígeno e 

efeitos diretos da citocina em lesar os órgãos alvo até efeitos indiretos no aumento da proliferação de 

linfócitos T citotóxicos e recrutamento de mononucleares ao longo da doença. Vários estudos vêm 

explorando o envolvimento de células T produtoras de IL-17 na patogênese da GVHD. Ambos os 

linfócitos T CD4 e T CD8 produtores de IL-17 estão associados à resposta Th1 à doença e agravamento 

da inflamação tecidual, iniciando e perpetuando a GVHD (van der WAART et al., 2014). O tratamento 

com zileuton também reduziu os níveis de IL-12, CCL2 e CCL5 no intestino, além de CCL2, IFN-y e 

IL-17 no fígado. Trabalhos anteriores demonstram que a neutralização in vivo de IL-12 melhora a 

GVHD aguda por meio da redução da atividade de células NK no baço, diminuição da produção de 

IFN-γ, menor perda de peso e menor mortalidade (WILLIAMSON et al., 1996; WILLIAMSON et al., 

1997). As quimiocinas CCL2 e CCL5 têm papel central na lesão associada à GVHD por direcionar o 

influxo de leucócitos para os órgãos alvo da doença (WYSOCKI et al., 2005; SERODY et al., 2000; 

TERWEY et al., 2005). Dessa forma, os dados discutidos até agora nos possibilita inferir que a 

diminuição no acúmulo de células inflamatórias associada à redução de importantes citocinas e 

quimiocinas que participam da fisiopatologia da GVHD contribuiu para a menor lesão dos órgãos alvo 

observada nos animais que receberam leucócitos deficientes em 5-LO ou foram tratados com zileuton. 

Além da redução da concentração de quimiocinas e citocinas intestinais no grupo que recebeu 

leucócitos deficientes em 5-LO, demonstramos um aumento da citocina anti-inflamatória IL-10 no 

intestino dos animais que receberam células deficientes para a enzima em comparação ao grupo que 
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recebeu células selvagens e ao grupo controle. No fígado, apesar de não observarmos diminuição de 

nenhuma citocina ou quimiocina pró-inflamatória, o nível da citocina IL-10 permaneceu semelhante ao 

do grupo controle, enquanto que no grupo que recebeu o transplante de células selvagens houve uma 

redução dessa citocina. A IL-10 é uma citocina regulatória importante na GVHD. Weber e 

colaboradores (2014) demonstraram que o transplante de leucócitos deficientes em IL-10 levou ao 

agravamento da doença com aumento da resposta de linfócitos T alogênicos, o que foi associado à alta 

mortalidade. Outro trabalho realizado por Lin e colaboradores (2014) demonstrou ainda que IL-10 

produzida por T regs é fundamental para que esta célula reduza o tempo de interação entre as células T 

convencionais do doador e as células dendríticas do hospedeiro, o que culmina na atenuação da GVHD. 

Estes dados em conjunto, nos conduzem à hipótese de que a manutenção das células T reg observadas 

no intestino dos animais que receberam leucócitos deficientes em 5-LO podem estar contribuindo para 

o aumento da IL-10 e proteção de lesão intestinal observada nesses animais. Além disso, acreditamos 

que a manutenção hepática de IL-10 nos animais que receberam leucócitos deficientes em 5-LO pode 

ter também contribuído para a redução da lesão hepática observada neste grupo.   

 Possíveis mecanismos que podem estar associados ao menor acúmulo de leucócitos na doença 

do enxerto-versus-hospedeiro incluem a falha no recrutamento ou a redução da proliferação de 

linfócitos efetores nos órgãos alvo. Linfócitos T CD4 e linfócitos T CD8 naives expressam baixos 

níveis de BLT1, receptor de maior afinidade pelo LTB4. Após estímulos inflamatórios, estas células se 

diferenciam em efetoras, passam a expressar maiores níveis de BLT1 e a interagir com LTB4. 

Leucotrieno B4 é um potente mediador inflamatório que recruta leucócitos de órgãos linfoides para 

órgãos periféricos inflamados, induzindo a firme adesão dessas células e finalmente a transmigração 

para o tecido afetado (TAGER et al., 2003; LUSTER; TAGER, 2004). Assim, um dos mecanismos que 

pode estar contribuindo para a redução da resposta inflamatória associada à GVHD em camundongos 

tratados com zileuton é a significativa redução do rolamento e da adesão de leucócitos observada em 

vênulas mesentéricas dos animais tratados. Isto pode estar ocorrendo por uma menor expressão de 

BLT1 nessas células, o que interfere na resposta à liberação de LTB4 e altera a interação com o 

endotélio, modificando tanto o recrutamento quanto o acúmulo de leucócitos nos órgãos alvo. Vários 

trabalhos têm demonstrado que camundongos deficientes no receptor BLT1 apresentam uma redução 

significativa da resposta inflamatória em modelo de asma, atrite reumatoide, aterosclerose, osteoporose 

e peritonite (YOKOMIZO, 2015). Dessa forma, estudos que explorem a expressão de BLT1 e o efeito 

de seu bloqueio na GVHD podem estabelecer novas perspectivas para o manejo da doença. 

Possivelmente, a redução das quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5 destacadas anteriormente e já 

classicamente descritas em contribuir para a migração de células nos órgãos alvo da GVHD também 
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está contribuindo para este fenômeno.  Além disso, estamos avaliando a possibilidade da via de 5-LO 

interferir diretamente na proliferação de linfócitos T e isto contribuir para a redução da GVHD.  

 Uma vez que o bloqueio farmacológico ou genético da via de 5-LO foi associado à proteção da 

GVHD, nós também hipotetizamos que poderia estar ocorrendo o aumento da expressão da enzima e 

consequentemente o aumento de LTB4 em animais submetidos à doença, o que desencadearia, por 

conseguinte, a intensa resposta inflamatória observada. Nós demonstramos neste trabalho que apesar de 

não ocorrer um aumento do mRNA da enzima 5-lipoxigenase nos órgãos alvo, foi observado um maior 

nível de LTB4 intestinal e sérico no 3° dia após o transplante em camundongos submetidos à GVHD 

em comparação ao grupo controle, o qual recebeu transplante singênico. No fígado, este aumento de 

LTB4 em camundongos submetidos à GVHD ocorreu mais tardiamente, no início da mortalidade. A 

produção de LTB4 é controlada não só pela modulação da expressão de 5-LO, mas também por sua 

ativação, que ocorre a partir da translocação de 5-LO das células ativadas para a posição perinuclear e 

posterior interação com a proteína FLAP (HANAKA; SHIMIZU; IZUMI, 2005; 

RADMARK; SAMUELSSON, 2010). Dessa forma, nós acreditamos que a produção de LTB4 pela 

enzima 5-LO na GVHD pode estar associada à ativação da enzima e não ao aumento de sua expressão. 

Esta hipótese será testada em breve por meio de experimentos de microscopia confocal em animais 

submetidos à GVHD para verificar se a enzima 5-LO apresenta localização perinuclear. É interessante 

notar que nos animais do grupo controle houve também um aumento de LTB4 em todos os órgãos 

analisados, no 10° dia após o transplante em comparação aos níveis observados no 3° dia.  Isto sugere 

que o regime de condicionamento seguido do transplante parece induzir um aumento de leucotrieno B4, 

o que pode ser importante para a reconstituição da medula óssea por meio da interação de LTB4/BLT1 

e recrutamento de linfócitos, além de contribuir para a recuperação de outros órgãos lesados pela 

irradiação, incluindo a pele e o intestino pela interação de LTB4 com BLT2, receptor com o qual 

interage com menor afinidade. Em camundongos, a expressão do receptor BLT2 é restrita às células 

epiteliais do intestino e aos queratinócitos da epiderme e é fundamental para aumentar a função de 

barreira tanto no intestino quanto na pele, por regular proteínas da junção oclusiva nas células epiteliais 

(YOKOMIZO, 2015). Camundongos deficientes em BLT2 apresentam maior perda de água 

transepidérmica e maior sensibilidade cutânea (ISHII et al., 2016) e BLT2 presente nas células das 

criptas do cólon protege contra a colite induzida por DSS (IIZUKA et al., 2010). A produção de LTB4 

é importante ainda, para estimular a proliferação das células intestinais (CABRAL; MARTÍN-

VENEGAS, MORENO, 2013). Outro dado relevante foi a ausência de leucotrieno B4 no soro de 

camundongos que receberam leucócitos deficientes em 5-LO no 3° dia após o transplante e valores de 

leucotrieno hepático abaixo do basal nessa fase da doença, sugerindo que a enzima 5-LO presente nas 

células doadas pode estar sendo ativada nos primeiros dias após o transplante e contribui 
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significativamente para a produção de LTB4 observada no soro e no fígado de camundongos 

submetidos à GVHD, ocasionando posteriormente, lesões nos órgãos alvo da doença. Esta ideia é 

corroborada por Takatsuka et al. (2000), que demonstrou a correlação entre níveis séricos de LTB4 

aumentados no regime de condicionamento e ocorrência de GVHD intestinal grave.  O transplante de 

leucócitos deficientes em 5-LO ou o tratamento com zileuton por sua vez, controlou de forma 

significativa o aumento desse leucotrieno tanto no soro quanto no fígado no início da mortalidade, 

apresentando resultados menores do que aqueles observados nos camundongos do grupo controle e dos 

camundongos submetidos à GVHD que não receberam tratamento. Este resultado indica que o 

tratamento com zileuton inibe efetivamente a via de 5-LO e consequentemente reduz o nível de 

leucotrieno B4 no soro e no fígado de animais submetidos à GVHD, e isso pode contribuir para o 

controle da doença. 

Tanto o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO quanto o tratamento com zileuton foram 

eficazes em controlar a doença do enxerto-versus-hospedeiro através da redução da resposta 

inflamatória sistêmica e proteção de órgãos alvo, o que culminou no aumento da sobrevida e redução 

dos sinais clínicos associados à GVHD. Entretanto, várias terapias que são efetivas em prevenir a 

GVHD reduzem a pega do enxerto e o efeito do enxerto-versus-leucemia, que consiste na capacidade 

dos linfócitos transplantados reagirem contra células leucêmicas do indivíduo receptor, invalidando a 

aplicação terapêutica do transplante de medula. De forma importante, nós observamos neste trabalho 

que o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou o tratamento com zileuton não prejudicou a 

reconstituição da medula óssea ou a resposta benéfica do GVL. É interessante notar que neste trabalho 

nós demonstramos uma potencial atividade antitumoral de zileuton, uma vez que animais que 

receberam o tumor e foram tratados com este fármaco apresentaram menor proliferação das células 

tumorais em comparação aos animais que desenvolveram o tumor e não foram tratados. Este resultado 

é coerente com diferentes estudos que exploram a participação da enzima 5-lipoxigenase e a 

possibilidade de intervenção farmacológica em sua via no desenvolvimento de tumores. Pouco depois 

de zileuton ser introduzido na prática clínica para tratamento de pacientes asmáticos, foi demonstrada 

que a inibição da via de 5-LO causava efeitos antiproliferativos e proapoptóticos em diferentes 

linhagens de células tumorais (STEELE et al., 1998). Os estudos mais atuais reforçam esses dados e 

demonstram que existe uma expressão aumentada de 5-LO em diferentes tipos de tumores sólidos, 

incluindo câncer de mama (AVIS et al., 2001), próstata (GUPTA et al., 2001), esôfago (HOQUE et al., 

2005) pâncreas (HENNING et al., 2002; ZHOU et al., 2014) e carcinoma hepatocelular (XU et al., 

2011). No adenocarcinoma pancreático, os níveis de expressão de 5-LO se correlacionam com as 

características clinícas do paciente, a extensão anatômica do tumor e o risco de desenvolvimento de 

metástases. O tratamento in vitro com zileuton em uma linhagem de células isoladas de câncer 
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pancreático humanas por sua vez, resultou em redução da proliferação dessas células e aumento de 

apoptose (ZHOU et al., 2015). Além disso, linhagens de célula de câncer de mama tratadas in vitro com 

MK886, inibidora de FLAP, apresentaram uma redução na proliferação por aumento da apoptose e 

interrupção do ciclo celular em G1 (AVIS et al., 2001). O tratamento com zileuton foi capaz ainda de 

reduzir a metástase do câncer de próstata em camundongos por aumento da expressão de E-caderina 

(molécula importante para o processo de adesão celular) e paxilina (importante para adesão, mobilidade 

e proliferação celular) (MENG et al., 2013).  O tratamento de adenocarcinogêse esofágica induzida em 

ratos com zileuton também reduziu este tipo de tumor e isto foi associado a uma diminuição nos níveis 

de LTB4 e PGE2 (CHEN et al., 2004). Resultado semelhante foi obtido com zileuton no tratamento de 

camundongos com hepatocarcinoma, que apresentaram redução do número destas células tumorais. O 

tratamento in vitro com a droga também reduziu a viabilidade e induziu a apoptose de linhagem de 

células humanas de hepatocarcinoma (XU et al., 2011). Além de participar do crescimento de tumores 

sólidos, o gene de 5-LO é um regulador importante para o desenvolvimento de células tronco 

leucêmicas na leucemia mieloide crônica (LMC) induzida em camundongos.  Camundongos 

deficientes em 5-LO não desenvolveram leucemia mieloide crônica, mantendo a produção normal de 

células-tronco hematopoieticas não leucêmicas. Além disso, o tratamento com zileuton em 

camundongos que desenvolveram LMC foi capaz de inibir a atividade destas células leucêmicas 

(CHEN et al., 2009).  

Diante dos resultados obtidos em nosso trabalho, nós acreditamos que o manejo clínico da via 

de 5-LO com zileuton pode contribuir para o tratamento de pacientes submetidos ao transplante de 

medula óssea e que desenvolvem GVHD. 
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6. CONCLUSÃO 

 
Este trabalho demonstra a participação da enzima 5-lipoxigenase na fisiopatologia da GVHD. 

Camundongos que receberam leucócitos deficientes em 5-LO ou foram tratados com zileuton 

apresentaram menor lesão intestinal e hepática e diminuição da resposta inflamatória observada na 

doença, o que culminou no aumento de sobrevida e na redução dos sinais clínicos da GVHD. Além 

disso, o transplante de leucócitos deficientes em 5-LO ou o tratamento com zileuton não interferiu na 

reconstituição da medula óssea e na resposta benéfica do enxerto-versus-leucemia. Dessa forma, 

acreditamos que zileuton tem potencial aplicação terapêutica para pacientes que desenvolvem a doença 

do enxerto-versus-hospedeiro. 
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