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RESUMO

A doenca do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) é uma doenca secundaria ao
transplante de células hematopoiéticas, sendo a maior limitagcdo desta terapia e ocorre quando
linfocitos do doador tornam-se ativados em resposta aos antigenos do hospedeiro causando
danos a varios orgaos, dentre eles, o figado, podendo levar a morte do paciente. A GVHD esta
associada a resposta inflamatoria com liberacdo de mediadores inflamatorios, tais como
citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS). Os fulerdis sdo nanocompostos
com propriedades anti-inflamatdrias e anti-oxidantes com estrutura simétrica e estavel e
funciona como uma “esponja de radicais livres”. Baseado nestas propriedades, o presente
estudo teve por objetivo verificar o efeito do fulerol no desenvolvimento da patogénese da
GVHD. Para isto, utilizamos um modelo de transplante semi-alogénico, no qual esplendcitos
de camundongos C57 foram transferidos para camundongos B6D2F1 (C57 x DBA)
previamente irradiados. O tratamento com fulerol diminuiu a mortalidade, ocorréncia e
gravidade de sinais clinicos da GVHD. Esta protecdo esta ligada a reducéo dos niveis de ROS
no figado e baco de animais tratados com este nanocomposto. Corroborando este dado,
observou-se nos camundongos tratados com fulerol uma diminuicdo no acumulo de
leucdcitos, menor lesdo histopatoloégica e menores niveis de IFNy, TNFa, CCL2, CCL3,
CCLS5 no figado apo6s o vigésimo dia da doenca. Além disto, a translocacdo bacteriana para o
sangue, a cavidade peritoneal e o figado de animais tratados com fulerol foi
significativamente menor quando comparada aos animais com GVHD sem o tratamento. Para
verificar se a atividade anti-oxidante poderia ser um mecanismo de prote¢do associada ao
fulerol, utilizamos também, o tratamento com apocinina(3mg/Kg/dia). A apocinina induziu
melhora dos sinais clinicos e aumento da sobrevivéncia dos camundongos com GVHD
semelhante ao tratamento com fulerol, sugerindo que estratégias que atuem sobre ROS podem
ser importantes no controle desta doenca. Sendo assim, o fulerol pode ser uma estratégia

promissora a ser utilizada no tratamento da GVHD.
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ABSTRACT

Graft-versus-host disease (GVHD) is the greatest complication limiting the clinical
utility of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), in which lymphocytes of
donors (graft) are activated in response to host antigen. This elicits a cytokine cascade
involving cytokine/chemokine production resulting in enhanced expression of major
histocompatibility complex (MHC) and costimulatory molecules on tissue antigen-presenting
cells (APCs). Donor T cells subsequently become activated through recognition of host
alloantigens and differentiate into effector T cells that recruit other cell types and lead to local
inflammation and target tissue destruction. The recruitment of leukocytes to target organs is
controlled by complex interaction between adhesion molecule, production of
chemokine/cytokine and reactive oxygen species (ROS). Fullerols are nanocomposites with
closed symmetry structure and anti-inflammatory and anti-oxidant properties that work as free
radical scavengers. So, this study aimed to verify the effects of fullerol in a pathogenesis and
development of GVHD wusing a model of adoptive transfer of splenocytes from
C57BL/6J mice to B6D2F1 mice. The treatment with fullerol reduced mortality and severity
of clinical signs of GVHD. This protection was associated with reduced production of ROS in
liver and spleen. Further, the treatment with fullerol reduced production of pro-inflammatory
cytokines and chemokines (IFNy, TNFa, CCL2, CCL3, CCL5), leukocytes accumulation in
liver and provide lesser hepatic injury and bacterial translocation after twenty days of disease.
Similarly, treatment with apocynin, which was given to WT transplanted mice, also resulted
in reduced mortality and less weight loss and clinical scores. We suggest that strategies aimed
at blocking the action of ROS may be useful in the treatment of GVHD. Then, in this study
the fullerol was effective in reducing GVHD inflammatory response associated with GVHD

in murines an could be relevant therapeutic strategies for this disease.
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1) INTRODUCAO

Doenca do enxerto versus hospedeiro ou Graft-versus-Host Disease (GVHD)

O transplante de células hematopoiéticas (TCH) tem emergido como um tratamento de
escolha para vérias doencas hematoldgicas, neoplasicas e congénitas tais como leucemia,
anemia aplasica e falciforme, anemia de Blackflan-Diamond, linfomas de Hodgkin e néo-
Hodgkin, sindrome mielodisplasica, mieloma mudltiplo, talassemias entre outras (Jaksch e
Mattsson, 2005; Ferrara e cols.,, 2009). O TCH consiste na transferéncia de células
hematopoiéticas para um receptor imunossuprimido. Estas células tém a capacidade de
renovacdo continua e de gerar progenitoras para as células maduras que constituem o sangue e
0 sistema imune (Martelli e cols., 2003). A imunossupressdo do receptor (regime de
condicionamento) é realizada através de radioterapia ou quimioterapia e drogas
imunossupressoras, ocorre antes do transplante e é importante para eliminar células doentes
(Mapara e cols., 2006). O transplante pode ser autélogo, no qual o doador € o préprio
paciente, alogénico, no qual o doador é alguem compativel geneticamente (sistema HLA-
antigenos de histocompatibilidade principal) com o paciente, podendo ser um parente ou
alguém néo relacionado, ou ainda singénico que ocorre entre irmaos gémeos. Somente 25 a
30% dos pacientes tém na familia um doador para o TCH alogénico que seja compativel
geneticamente (Choi e cols., 2010). Mais de vinte e cinco mil transplantes alogénicos de
células hematopoiéticas sdo realizados anualmente em todo o mundo (Choi e cols., 2010;
Ferrara e cols; 2009). Contudo, o acesso a esta forma de terapia tem sido limitado a
disponibilidade de doadores HLA compativeis e a doenca do enxerto versus hospedeiro (graft
versus host disease — GVHD) (Ferrara e cols., 2009). A GVHD ¢ a principal complicagdo do

TCH alogénico. Cerca de 35% a 50% dos pacientes que passaram por um TCH
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desenvolveram GVHD aguda e 15% a 40% destes morreram devido a doenca (Ferrara e cols.,
2009).

A GVHD é uma doenca sistémica que evolui rapidamente e consiste em uma reacao
das células imunes doadas contra o tecido do hospedeiro (receptor) e € caracterizada por
imunossupressao e lesdo tecidual em varios 6rgdos como intestino, pele, figado e pulméo
(Jacobsohn, 2002; Ferrara e cols., 2005, 2006, 2009; Castor, 2010, 2011). Esta doenca ocorre
quando os linfécitos T contidos no transplante reconhecem disparidades antigénicas entre o
doador e o receptor (Ball e Egeler, 2008). Ela pode manifestar-se de forma aguda ou cronica.
Geralmente, a GVHD crénica inicia-se ap6s, aproximadamente, cem dias do transplante e é
semelhante a uma doenca auto-imune (Will e Wynn, 2006). Na GVHD aguda, as
manifestacdes da doenca ocorrem em um periodo de duas a seis semanas apds o transplante e
sdo decorrentes das lesdes dos 6rgdos alvo envolvendo diarréia, vomitos, erupgdes cutaneas e

disfuncédo hepatica (Will e Wynn, 2006, Ferrara e cols., 2007, 2009).

A etiologia da GVHD é bastante complexa. Sua prevaléncia varia de acordo com o
grau de histocompatibilidade entre receptor e doador (diferenca entre os antigenos de
histocompatibilidade principal e menor — HLA e miHag ), a idade (aproximadamente 20%
dos individuos com até vinte anos, que sdo submetidos ao TCH desenvolvem GVHD aguda
enquanto que individuos com mais de cinquenta anos de idade tém 80% de chance de
desenvolvé-la) e o sexo (devido as diferencas entre o complexo de histocompatibilidade
menor entre mulher e homem) (Ferrara e cols., 2005, 2007). A fonte das células e o regime de
condicionamento também podem favorecer a ocorréncia da GVHD (Ferrara e cols., 2005).
Células do corddo umbilical estdo menos associadas a GVHD do que celulas de outra regido.
Uma explicacdo para este fato é que estas células ainda estdo imaturas e, portanto, menos

funcionais (Ferrara e cols., 2005). Quanto ao regime de condicionamento, varios estudos tém
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mostrado que a destruicdo do tecido e a consequente liberacéo de citocinas desempenham um
papel importante no desenvolvimento da GVHD (Jaksch e Mattsson, 2005; Mapara e cols,
2006; Choi e cols, 2010; Kittan e Hildelbrandt, 2010). O condicionamento leva a uma
imunossupressao do receptor, a fim de diminuir a rejeicdo do enxerto e é realizado através de
irradiacdo e/ou drogas imunossupressoras (Serody e cols., 2000; Mapara e cols., 2006). Nos
modelos animais a irradiacdo é utilizada para mimetizar o regime de condicionamento

realizado em seres humanos.

Trés fases sdo descritas na GVHD aguda (figural). A primeira fase é provocada pelo
regime de condicionamento que afeta o sistema imune do hospedeiro e também provoca leséo
de outros tecidos ocasionando nestes uma producdo exacerbada de mediadores inflamatérios,
incluindo citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo (Serody e cols., 2000; Jaksch e
Mattsson, 2005, Ferrara e cols, 2007, 2009). Ocorre também, um aumento na expressdo de
moléculas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) e moléculas co-estimulatérias
pelas células apresentadoras de antigenos (APCs) (Jaksch e Mattsson, 2005). Danos ao trato
gastrointestinal (TGI) resultado do regime de condicionamento sdo particularmente
importante neste processo, pois permitem a translocacdo sisttmica de bacterias e produtos
microbianos como lipopossacarideo (LPS) que aumentam ainda mais a ativacdo de APCs
(Hill e cols., 1997; Cooke e cols., 2001; Murai e cols., 2003). A segunda fase ocorre apds o
transplante, ocasido em que as células T doadas interagem com as APCs do hospedeiro
levando a ativagdo e a diferenciacdo de celulas T em células T citotoxicas efetoras. Essas
migram para os tecidos dos 6rgdos que foram anteriormente lesados pelo condicionamento,
chamados neste contexto de ¢rgdos alvo (intestino, figado, pulmdes e pele) (Jaksch e
Mattsson, 2005). Finalmente, a fase efetora consiste na destruicdo destes orgaos pelas células

T que além de desempenharem sua fungdo citotdxica, liberam mediadores inflamatorios
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ativando ceélulas residentes e recrutando células inflamatorias, como os macréfagos (Serody e
cols., 2000; Wysocki e cols., 2005). A ativacdo de macrdfagos esta relacionada a uma
explosdo oxidativa que pode levar ao aumento da liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(reactive oxygen species - ROS) tais como anion superéxido (O,” e peréxido de hidrogénio
(H20) que sdo importantes mediadores da lesdo tecidual. O dano celular € mediado pelos
radicais livres e oxidantes produzidos por células ativadas (Ferrara e Deeg, 1991; Krenger e
cols., 1997; Ferrara e cols, 2006). A formacdo de radicais livres € um passo essencial para a
inducdo da migracdo de leucocitos para o tecido lesado, além de contribuir fortemente para a

amplificacdo de respostas inflamatdrias (Goldin e Kesari, 1986).

Desde a década de 70, modelos animais vém sendo utilizados como uma estratégia de
estudo da GVHD, visando um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na reacao
inflamatoria associada a doenca (Howard e Woodruff, 1961). A primeira descri¢do da GVHD
aguda foi realizada por cientistas envolvidos em transplantes experimentais de células
alogénicas do baco em camundongos previamente irradiados (Will e Wynn, 2006). Um dos
modelos animais propostos para o estudo da GVHD consiste no transplante de esplendcitos
do camundongo C57BL/6 para 0 B6D2F1 (que é o cruzamento da linhagem de camundongo
C57BL/6 com o DBA/2) (El-Hayek e cols., 2005; Vodanovic e cols., 2006; Castor e cols.,

2010, 2011) e este foi 0 modelo de escolha utilizado para o presente estudo.
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Figura 1 - As trés fases do modelo de GVHD aguda. A fase 1 desencadeada pelo regime de
condicionamento. A fase 2 onde ocorre a ativacdo da célula T, a partir da sua interacdo com a
APC e a fase 3 onde a célula T migra para os 6rgdos alvo e junto aos macrofagos

empreendem uma resposta efetora nestes tecido (Jaksch e Mattsson, 2005).

Espécies reativas de oxigénio

Consideram-se como espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species — ROS)
todas aquelas moléculas que contém um oxigénio num estado altamente reativo, com uma alta

capacidade oxidativa (Kohen e Nyska, 2002). As principais ROS distribuem-se em dois
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grupos: os radicalares como hidroxila (OHe¢), radical superdxido (O°), e 0s ndo-radicalares,
tais como o peroxido de hidrogénio (H,0;) e sdo produzidas ao longo de toda a cadeia
respiratoria.

Durante o metabolismo aerobico aproximadamente 95% do oxigénio (O;) consumido
decorre da producao de energia nas mitocondrias celulares, sendo que o restante ¢ reduzido a
agua (Urso e Clarkson, 2003). A formacao da dgua consiste na reducao do O, e adi¢ao de ions
de hidrogénio. Durante esse processo, sao formados intermedidrios reativos, as espécies
reativas de oxigénio (radicais superdxido, perdxido de hidrogénio e hidroxila.

O papel principal de ROS ¢ funcionar como parte da defesa do organismo contra a
agressdo de microrganismos sob controle de estimulos e sinais moleculares. Entretanto,
guando ROS sdo geradas em excesso pela ativacdo aumentada de fagdcitos ou por niveis
diminuidos das defesas antioxidantes, por exemplo, provocam estresse oxidativo que esta
associado a varias desordens patologicas, tais como cancer, doencas cardiovasculares,
pulmonares e neurodegenerativas, isquemia e reperfusdo hepatica, Diabetes Mellitus, entre
outras (Rodhen e cols., 2000; Dugan e cols., 2001; Calles, e cols., 2001; Monlavi e cols.,
2004; Reuter e cols., 2010). O estresse oxidativo € o desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes na qual existe alteracdo do estado redox celular e aumento da susceptibilidade
ao dano oxidativo nas diversas estruturas celulares (Davis e cols., 2006). O aumento de ROS
esta entre um dos potenciais mecanismos que medeiam danos a 6rgaos, tais como pulmao e
figado apos transplante de células hematopoiéticas (Patel e cols., 1984; Weijl e cols., 1997).
Amer e colaboradores (2007) demonstraram que na GVHD células sanguineas como
hemacias, neutrdfilos e linfocitos estdo sob condicdes de estresse oxidativo resultado de uma
producdo aumentada de ROS e que o tratamento com antioxidantes que reduzem esta

condic&o, pode ser Util no controle da resposta inflamatdria associada a esta doenga. Embora
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existam esses dados eles ndo demonstram os mecanismos de acdo de ROS na GVHD e nem

sua importancia para protecdo do desenvolvimento da doenca.

Fulerenos

Em 1985, Kroto e colaboradores relataram a descoberta de um composto molecular
estavel e simétrico, constituido exclusivamente por &tomos de carbono que receberam o nome
de fulerenos. Os fulerenos s uma vasta familia de nanomoléculas superaromaticas,
altamente simétricas com estrutura esférica, formada por hexagonos interligados por
pentagonos, sendo estes Ultimos responsdveis pela curvatura da molécula e,
consequentemente, por sua forma tridimensional (Kroto e cols., 1985).

Dentre os fulerenos, a molécula C60 é a mais abundante e representativa. O C60 é
formado por 20 hexagonos e 12 pentagonos, com 30 liga¢Bes carbono-carbono situadas nos
vertices das fusbes entre pentdgonos e hexdgonos e possuem — um diametro de

aproximadamente 1nm.

Fulereno-Cg,

Figura 2. llustracéo da forma tridimensional do fulereno C60, molécula mais abundante e

representativa dentre a familia dos fulerenos.
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Devido a sua forma tridimensional, suas ligagdes insaturadas e sua estrutura
eletrbnica, os fulerenos apresentam propriedades fisicas e quimicas Unicas que podem ser
exploradas em varias areas da bioguimica e da medicina (Da Ros e Prato, 1999; Bosi e cols.,

2003). Dentre a vasta gama de aplicacdes biomédicas dos fulerenos, destacamos:

1-Transporte de drogas de efeito radioterdpico e contrastes para diagndstico por
imagem (Magnetic Resonance Imaging - MRI e tomografia por raios-X) (Cagle e cols., 1996,
1999; Thrash e cols., 1999; Sueki e cols., 2003).

2-Terapia fotodindmica (PDT) através da producdo de oxigénio singleto e outros
radicais livres. (Kamat e cols., 1998, 2000; Yamakoshi e cols., 2003; Vileno e cols., 2004);

3-Foto-clivagem do DNA (Tokuyama e cols., 1993; Higashi e cols., 1997);

4-Atividade anti-viral, através da inibicdo do acesso de enzimas virais ao substrato

pelo preenchimento da cavidade hidrofébica dos sitios cataliticos (Zhu e cols,. 2003);

5-Atividade anti-microbiana por intercalacdo e desestruturacdo de membranas
celulares (Da Ros e cols., 1996; Mashino e cols., 1999);

6-Atividade anti-oxidante e de armadilhas de radicais livres (Lai e cols., 1997 ;
Chiang e cols., 1995 ; Da Ros e Prato, 1999 ; Tsai e cols., 1997);

7. Atividade anti-inflamatéria (Yudoh e cols., 2009)

Um dos inconvenientes para as aplicacfes de fulerenos em biomedicina é a sua baixa
solubilidade em agua. A hidrossolubilidade dos fulerenos com o desenvolvimento dos fuleréis
foi um marco para a pesquisa e o desenvolvimento de aplicacbes biomédicas destas
moléculas. Os fulerdis sdo derivados do C60, formados a partir da adi¢do de grupos polares

(OH) (Alves e cols., 2006).

O potencial anti-oxidante dos fulerois tem sido utilizado como uma estratégia

eficiente no controle da resposta inflamatoria em doencas associadas ao dano causado por
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estresse oxidativo, tais como doencas neurodegenerativas e complicacdes hepaticas, em

estudos animais (Dugan e cols., 2001; Injac e cols., 2008; Quick et cols., 2008).

A propriedade anti-inflamatoria do fulerdis foi descrita por Yudoh e colaboradores
(2009), em um modelo de artrite reumatdide em ratos. O tratamento com o fulerol ao diminuir
niveis de citocinas inflamatorias, reduziu a destruicdo articular e sinovial nos animais.

No presente estudo nos concentraremos na investigacdo das propriedades anti-

oxidantes e anti-inflamatorias dos fulerenos e de seus derivados hidrossollveis, os fulerdis.
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2) JUSTIFICATIVA

Uma vez que a GVHD é uma doenga sistémica caracterizada por uma resposta
inflamatoria exacerbada, com aumento da liberacdo de mediadores inflamatorios e aumento
de espécies reativas de oxigénio nas células sanguineas e visto que o fulerol possui
propriedade anti-oxidante e anti-inflamatoria, torna-se de grande interesse o estudo desse
nanocomposto no controle da resposta inflamatdria associada a doenga do enxerto versus

hospedeiro em camundongos.

24



3) OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo geral avaliar o efeito do nanocomposto fulerol na

resposta inflamatdria associada a doenca do enxerto versus hospedeiro (GVHD) em

camundongos. E como objetivos especificos:

3.1. Avaliar o efeito do tratamento com o fulerol no desenvolvimento da GVHD

aguda em camundongos. Os parametros avaliados foram:

I. sobrevida dos animais;

I1. evolucdo dos aspectos clinicos e histopatolégicos da doenca;

I11. acimulo de células inflamatérias por meio da medicdo da atividade de enzimas
especificas macrofagos (n-acetilglicosaminidase, NAG) e neutréfilos (mieloperoxidase,

MPO)

IV. niveis das citocinas e quimiocinas envolvidas na GVHD, através da dosagem das

mesmas utilizando-se a técnica de ELISA no figado dos animais;

3.2. Auvaliar o efeito do fulerol sobre a producéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em orgdos alvo da GVHD (baco e figado) através da dosagem de ROS por

quimioluminescéncia.

3.3. Auvaliar o efeito antioxidante na sobrevida e sinais clinicos da GVHD aguda em

camundongos através do tratamento com apocinina.

3.4. Auvaliar o efeito do fulerol na translocacdo bacteriana no figado, sangue e

cavidade peritoneal na GVHD.
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4) MATERIAL E METODOS

4.1) Animais

Foram utilizados camundongos com oito a doze semanas de vida, isogénicos das
linhagens C57BL/6J e (C57BL/6J x DBA/2) F1 abreviado B6D2F1, machos, provenientes do
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram
acondicionados em ambiente com temperatura controlada e acesso livre & 4gua e comida. E
conveniente ressaltar que todos os procedimentos experimentais realizados na execugdo deste

estudo foram previamente aprovados pelo CETEA-UFMG através do protocolo: 209/2011.
4.2) Drogas utilizadas

O fulerol (C60(OH)18-20) foi obtido em parceria com o professor Mauricio Veloso
Brant Pinheiro Departamento de Fisica da Universidade federal de Minas Gerais. A apocinina

foi adquirida da Sigma (St Louis, MO, U.S.A).
4.3) Inducéo da doenca do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) aguda

Os camundongos receptores, B6D2F1, foram irradiados subletalmente com 4Gy de
radiacdo gama, fonte de CO® utilizando irradiador Gammacell - 220, no Centro de
Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN) da UFMG. Dois dias apds a irradiacéao eles
receberam 3 x 10" esplendcitos dos doadores parentais, C57BL/6J-WT, intravenosamente
(i.v) (Figura 3). O grupo controle do transplante foi realizado utilizando-se camundongos
B6D2F1 que receberam células de camundongos também B6D2F1, portanto néo
desenvolveram a GVHD (transplante singénico). Para a realizacdo do transplante uma
suspensao de células foi preparada a partir de um “pool” de células do baco. O bago dos

camundongos doadores foi retirado e, gentilmente, desmanchado em uma placa de Petri com
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um auxilio de uma peneira de Nillon em 5 mL de meio RPMI incompleto gelado. Depois, as
células foram colocadas em um tubo Falcon e decantadas por 3 minutos para retirada dos
grumos. O macerado de células mais RPMI foram centrifugados a 1200 rpm por 5 minutos.
Apbs a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de
meio RPMI incompleto para a contagem do namero de células em camara de Neubauer. Esta
contagem foi realizada a fim de analisar a viabilidade e o nimero das células que foram
injetadas no receptor. Um total de 3 x 107 células foram injetadas intravenosamente (i.v) nos
camundongos receptores B6D2F1. A injecédo de células de camundongos parentais C57BL/6J
em camundongos B6D2F1 leva ao desencadeamento de uma reacdo GVHD aguda (El-Hayek

e cols., 2005; Vodanovic-Jankovic e cols., 2006; Castor e cols., 2010, 2011).

Inducédo da GVHD

'Y W

om
245

B6D2F1
C57BL/6J X DBA/2

PN ‘|

t & -.IJ ?

C57BL/6J WT 3 x 10’ células em 200pL,
injetadas i.v.

Figura 3 — Inducdo da GVHD: dois dias ap6s a irradiacdo, os camundongos B6D2F1
sofreram transplante de células do baco oriundas dos doadores parentais, C57BL/6JWT.
O transplante entre camundongos B6D2F1 para B6D2F1 ndo resulta em GVHD e é
definido como grupo controle.

4.4) Tratamentos utilizados

Os camundongos B6D2F1 que receberam esplendcitos de C57BL/6J (C57BL/6J para

B6D2F1), ou seja, em que foi induzida a GVHD, foram divididos em 02 grupos
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denominados: fulerol e GVHD. No grupo fulerol, os animais foram tratados com o
nanocomposto fulerol (10mg/Kg) dissolvido em PBS autoclavado. No grupo denominado
GVHD, os camundongos receberam injecdo de PBS autoclavado. Os tratamentos foram
realizados por via intraperitoneal (i.p) (100 puL/ animal) 30 minutos antes do transplante e, apos
o transplante, 48 em 48 horas até o final do experimento. Animais do grupo controle nédo

receberam nenhum tipo de tratamento.

No experimento com apocinina, 0s camundongos B6D2F1 que receberam
esplendcitos de C57BL/6J (C57BL/6J para B6D2F1) foram divididos em dois grupos
denominados: GVHD e Apocinina (animais tratados com 3mg/Kg de apocinina). Os
tratamentos foram realizados por via intraperitoneal (100 pL/animal) 30 minutos antes do
transplante e, ap6s o transplante, 24 em 24 horas até o final do experimento. A apocinina foi
dissolvida em PBS autoclavado e 5% de etanol. Animais do grupo GVHD receberam injecao
intraperitoneal de PBS e 5% de etanol. Animais do grupo controle ndo receberam nenhum

tipo de tratamento.
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4.5) Avaliagéo dos parametros clinicos

Ap0s o transplante de esplendcitos, houve acompanhamento dos parametros clinicos
da GVHD, a cada dois dias, através de uma escala clinica, com pontuacao de 0 a 14 (tabela 1).
Esta escala foi criada a partir de uma adaptacdo de dados obtidos na literatura (Colson e cols.,
2004; Cooke e cols., 2001, Castor e cols., 2010, 2011) e avaliou a variagdo do peso corporal;
0 aspecto do pélo dos camundongos; a descamacédo da pele, verificada na cauda, na regido
anal, no pavilhdo auricular externo e no focinho; a atividade do camundongo; a postura em
flexdo do tronco; a ocorréncia de diarréia e a presenca de sangue oculto nas fezes. O sangue
oculto foi verificado através do quite diagnéstico da FECA-CULT™, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Estes sete parametros foram pontuados de zero a dois, somando um
total de 14 pontos. O aspecto do pélo (pélo arrepiado) foi pontuado com dois pontos quando
apresentou alteragdes ou com zero quando ndo ocorreu alteracdo. A pontuacao da variacdo do
peso corporal foi dividida em percentual de peso perdido. Foi pontuado com zero o animal
que ndo 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 relagéo 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 inclinacéo ou flex&o do tronco. O animal ganhou zero quando néo tinha
nenhuma inclinacdo aparente; 0,5 para uma leve inclinagdo; 1,0 para uma inclinacéo
moderada e 2,0 quando a inclinagéo se agravou, levando o camundongo a assumir uma flexao
de tronco préxima do total com aproximacédo das patas dianteiras as traseiras. A atividade foi
pontuada com zero quando néo tinha alteragdes, 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 a presenca de diarreia em zero (fezes sem

alteracdes), 1,0 (fezes pastosas) e 2,0 (fezes liquidas) e quanto a presenca ou ndo de sangue: 0

29



(auséncia), 1,0 (pouco sangue) e 2,0 (muito sangue). Os parametros clinicos foram analisados

de 2 em 2 dias até o grupo GVHD atingir 100% de mortalidade.

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 inclinagdo aparentel/ 0,5: inclinacdo leve/ 1,0:

inclinagdo moderada/ 2,0: inclinacdo grave.

Atividade 0: sem alteracdo aparente/ 0,5: apatia leve/ 1,0: apatia

moderada/ 2,0: letargia.

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

(pélo arrepiado)

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

pele

Sangue oculto nas 0: auséncia / 1,0: pouco sangue/ 2,0: muito sangue
fezes

Diarréia 0: auséncia / 1,0: pastosa / 2,0: liquida

Total 14 pontos

Tabela 1 — Escala clinica. Adaptada a partir de dados da literatura (Colson e cols., 2004;
Cooke e cols., 2001, Castor e cols., 2010, 2011) para a verificacdo dos parametros clinicos

ocasionados pela reacdo inflamatoria gerada pela GVHD.

4.6)  Andlise Histopatoldgica

- Confecgéo de laminas histologicas

Por¢bes do figado foram retiradas dos camundongos dos grupos estudados nos

periodos dez e vinte dias apos o transplante. Estas por¢Ges foram armazenadas em formol
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tamponado (10% em PBS) por 24 horas e, em seguida, em alcool (70%) até o seu
processamento. Durante 0 seu processamento os tecidos sofreram desidratacdo, realizada
através de passagens subseqiientes em etanol em diferentes concentracdes (80%, 90%,
absoluto I, 11 e Il — 30 minutos cada); diafanizacdo com xilol (I e Il - 20 minutos cada) e
embebidos em parafina liquida (Paraplast Sigma) I e 1l — 30 minutos cada. Os tecidos foram
incluidos em formas contendo parafina liquida, onde permaneceram por 24 horas. Os blocos
foram levados ao micrétomo e cortes dos tecidos (espessura de 5um) foram realizados. As
laminas contendo os cortes foram entdo desparafinizadas (xilol I e 11 — 20 minutos e alcool
absoluto I, Il e 11, 90%,80%, 70% - 2 minutos em cada) e coradas com hematoxilina de
Harris (20 segundos) e eosina (50 segundos), Em seguida, as laminas foram desidratadas e

montadas com laminulas e balsamo do Canada sintético.

4.7)  Quantificacdo dos parametros histopatolégicos da reacdo inflamatdria

ocasionada pela GVHD.

As laminas histopatoldgicas do figado foram analisadas ao microscépio dptico
Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japdo) utilizando-se objetivas de 4x e 10x. A
quantificacdo dos parametros histopatologicos da reacdo ocasionada pela GVHD e demais
intervencdes foi realizada de acordo com uma adaptacdo de critérios utilizados por varios
autores (Castor e cols, 2010). Atribuiu-se um valor numérico as alteracGes degenerativas

observadas no parénquima de acordo com os critérios abaixo:

0 = normal;
1=discreto vacuolizacdo citoplasmatica e eosinofilia focal;
2 = difusa vacuolizagdo, alteracdo da forma do hepatocito, alteracbes nucleares

acentuadas;
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3= necrose hepatocitaria e vacuolizacdo difusa, alteracdo da forma do hepatdcito e
alteracdes nucleares acentuadas.

E, também, foi avaliado o infiltrado inflamatdrio com:

0 = nenhum ou raro;

1 = discreto infiltrado na area periportal;

2 = presenca de infiltrado discreta ou moderada na area periportal e intralobular;

3 = presenca de infiltrado acentuado na area periportal e intralobular;

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

poderia chegar a um indice maximo de 6 pontos (figura 4).

Figura 4 — Representacdo dos critérios avaliados pela andlise histopatol6gica do
figado. A esquerda em cima uma foto de um figado avaliado com graduacdo minima. A
direita, em cima, presenca de congestdo vascular com infiltrado acentuado nos vasos da
area periportal e veia centro lobular que invade o parénquima hepatico. A esquerda em
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baixo um figado com sinais necrose hepatocitaria alteragdo da forma do hepatdcito e

alargamento dos sinusoides.

4.8) Quantificacdo de citocinas e quimiocinas

O figado foi retirado dez e vinte dias apos o transplante. Os niveis de citocinas e
quimiocinas foram medidos em homogenatos deste 6rgdo atraves de Enzyme-linked
immunosorbent assays (E.L.1.S.A.). Cem miligramas do figado (Umido) dos animais dos
grupos estudados foram homogeneizados com PBS contendo antiproteases (0,1 mM PMSF,
0,1 nM benzetonio cloridrico, 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 4°C. O sobrenadante foi
utilizado para o ensaio de E.L.I.S.A. com dilui¢do de 1:3. O ensaio E.L.I.S.A. foi realizado
mediante instrucdo do fabricante (R&D System) e lido em espectrofotbmetro, em um

comprimento de onda de 492nm.

4.9)  Andlise do acimulo de macrdéfagos no tecido hepatico

Para avaliar o acimulo de macréfagos em 6rgdos alvos da GVHD, foi utilizado o
método de quantificacdo da atividade da n-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). Uma porc¢éo de
100 mg do figado foi ressuspendida em solucdo salina 0,9% (4° C) contendo 0,15 v/v de
Triton X-100 (Merck). Logo em seguida, foi homogeneizada em vortex e centrifugada a 4°
por 10 minutos a 1500 rpm. Os sobrenadantes foram imediatamente recolhidos e utilizados
para o ensaio de NAG com diluigdo de 1:3.

A reacdo foi iniciada ap0s a adicdo de 100 uL do sobrenadante recolhido apos
centrifugagdo e pela adigdo de 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminidina (Sigma),

diluido em tampdo citrato/fosfato (&cido citrico 0,1M; Na,HPO, 0,1 M; pH 4,5) na
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concentracdo final de 2,24mM. A reacdo se processou a 37°C por 10 minutos, em placas de 96
pocos. O término da reacdo foi dado pela adi¢cdo de 100 uL de tampdo glicina 0,2M (pH
10,6). As placas de 96 pocos foram lidas em leitor de E.L.I.S.A. (Emax, Molecular Devices) a
405 nm. O namero de macrofagos foi calculado a partir de uma curva padrdo da atividade de
NAG expressa em aumento de absorbancia a partir de macrofagos obtidos da cavidade
peritoneal de camundongos estimulados com tioglicolato 3% (dados ndo mostrados). Os
resultados foram expressos em numero relativo de macréfagos por miligrama (mg) de tecido
umido. A unidade obtida por este procedimento ¢ expressa como “numero relativo de

macrofagos”/100mg de tecido.

4.10) Analise do neutrofilos no tecido hepatico

Para avaliar o acumulo de neutrofilos em 6rgdos alvos da GVHD, foi utilizado o
método de quantificacdo da atividade de mieloperoxidase. Uma porcdo de 100mg de tecido
foi ressuspendida em solucdo de Buffer I (1,9mI/100mg) contendo NACL 0,1M, Na3PO4
0,02M e Na2EDTA 0,015M( ph 4,7 - 4° C). Logo em seguida, foi homogeneizada em vortex e
centrifugada a 4° por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o
componente residual (pellet) ressuspendido em 1,5 mL de NaCl 0.2% gelado e 1,5 mL de
NaCl 1.6% com glicose 5% gelada para cada 100 mg de tecido. Novamente, o sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspendido em tampéo fosfato com HETAB a 0,5% e Na3PO4 .
As amostras foram congeladas e descongeladas seguidamente (3 vezes) em nitrogénio liquido,
submetidas novamente a centrifugacdo e os sobrenadantes coletados para ensaio de MPO.
Atividade de mieloperoxidase (MPO) das amostras (diluigdo 1:3) foi determinada através de
leitor de ELISA (450 nm) usando tetramethylbenzine (1.6 mM) por 5 minutos, H202 (0.5 mM

por 5 minutos) e H2SO4. Os resultados foram expressos em numero relativo de neutréfilos
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por miligrama (mg) de tecido umido. A unidade obtida por este procedimento € expressa

como “namero relativo de neutréfilos”/100mg de tecido.

4.11) Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) na

GVHD

A produgcdo de ROS foi analisada por quimioluminescéncia, 20 dias ap6s o
transplante, no figado e bago de animais dos grupos controle, veiculo e fulerol e foram
mensuradas com auxilio da sonda 2"-7" diclorodihidrofluoesceina diacetato (DCF-DA), que €
permedvel a membrana celular e ndo-fluorescente. Na presenca de ROS, este composto €
oxidado no interior da célula e produz um composto fluorescente, 2", 7°- diclorofluoresceina

(DCF), que permanece intracelular (SRIVASTAVA e colsl., 2009).

A capacidade para gerar ROS foi avaliada utilizando a sonda dihidrorodamina 123
(DHR-123). A DHR-123 é uma substancia que se acumula na célula e é oxidada, na presenca
de ROS, dando origem a rodamina 123 (R-123), que é uma substancia fluorescente
(SRIVASTAVA e cols., 2009). O homogenato foi cultivado em placas de 96 pocos. As
culturas foram mantidas durante 2 h em estufa a 37°C com 5% de CO2. Posteriormente, estes
foram incubados, com as sondas DCF-DA (20 uM), DAF-2DA (10 uM) e DHR-123 (5 uM),
por 30 minutos, em estufa a 30°C. Esta etapa do experimento foi realizada ao abrigo da luz,
pois 0s marcadores sdo fotossensiveis. A leitura da fluorescéncia foi realizada em
espectrofotobmetro de fluorescéncia (Synergy 2, BIOTEK) com comprimentos de onda de

excitacdo e emissdo de 480 e 530 nm, respectivamente.

4.12) Translocagdo bacteriana

35



Para a verificacdo da translocacao bacteriana, apos o sacrificio dos animais injetou-se
2 ml de PBS autoclavado na cavidade peritoneal ¢ 100uL do liquido recolhido foram
espalhados uniformemente em uma placa de petri de vidro contento meio de cultura Muller
Hilton. 100uL de sangue e 100mg de figado triturado em 1ml de PBS autoclavado também
foram coletados e 100 pL da amostra foram espalhados uniformemente em uma placa de petri
de vidro contento meio de cultura. O crescimento bacteriano foi avaliado apds 24 horas de
armazenamento da placa em estufa a 37° contando o nimero de CFU (unidade formadora de

colonia).

4.1)  Analise estatistica

Resultados no texto sdo mostrados como média e erro padrdo da média (£ SEM).
Comparacdo entre grupos foi realizada através do teste estatistico ANOVA, seguido do teste

Newman-Keuls. Um p<0,05 foi considerado significante.
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5) RESULTADOS

5.1) Efeito do tratamento com fulerol na sobrevida e sinais clinicos da

GVHD

Apols a inducdo da GVHD, analisou-se a sobrevivéncia dos animais e 0s sinais
clinicos da GVHD durante todo o experimento. O grupo controle (B6D2F1 — B6D2F1) nédo
desenvolveu GVHD e apresentou 100% de sobrevivéncia até o final do experimento. Em
contraste, camundongos do grupo GVHD tratado apenas com PBS morreram em até vinte e
seis dias ap6s o transplante. O grupo tratado com fulerol apresentou uma taxa de 80% de
sobrevivéncia (figura 5). E importante ressaltar que mesmo ap6s cessar o tratamento com o
fulerol (encerrou-se o tratamento trinta dias ap0s o transplante), a taxa de sobrevivéncia
continuou sendo a mesma neste grupo (este experimento foi encerrado cinquenta dias apds a
inducdo da doenca). Além de diminuir significativamente a letalidade, observou-se que, a
graduacdo clinica da doenca a partir do décimo dia do transplante, foi significativamente
diminuida quando camundongos eram tratados com o fulerol (Figura 6 A-B). Ndo houve
diferenca significativa entre o grupo fulerol e o grupo GVHD, quando analisado a variacao de
perda de peso, entretanto observou-se que animais tratados com fulerol comecaram a

recuperar o peso vinte dias apds o transplante, aproximadamente (Figura 7).
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Figura 5 — O tratamento com o fulerol diminuiu a mortalidade da GVHD. A doenca foi
induzida pela transferéncia de 3 x 10 esplendcitos de camundongos C57BL/6J-WT para
camundongos B6D2F1, irradiados 02 dias antes do transplante, por via intravenosa (i.v). Os
camundongos foram divididos em 02 grupos: GVHD e GVHD tratados com fulerol
(10mg/Kg) de 48 a 48 horas, por via intraperitoneal (i.p), iniciado 30 minutos antes do
trasplante até o 30° dia ap6s a inducdo da doenca. O grupo controle do transplante recebeu
células singénicas de camundongos B6D2F1 e nao desenvolveram a GVHD. Apos a indugéo
da doenca os camundongos foram monitorados a cada 2 dias para controle da mortalidade.

*P<0.05 comparado ao controle e #P<0.05 comparado ao GVHD, n=5.
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Figura 6 — O tratamento com o fulerol diminuiu a ocorréncia dos sinais clinicos da
GVHD. A doenca foi induzida pela transferéncia de 3 x 10" esplendcitos de camundongos
C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1, irradiados 02 dias antes do transplante, por via
intravenosa (i.v). Os camundongos foram divididos em 02 grupos: GVHD e GVHD tratados
com fulerol (10mg/Kg) de 48 a 48 horas, por via intraperitoneal (i.p), iniciado 30 minutos
antes do trasplante até o 30° dia ap6s a inducdo da doenca. O grupo controle do transplante
recebeu células singénicas de camundongos B6D2F1 e ndo desenvolveram a GVHD. Apds a
inducdo da doenga os camundongos foram monitorados a cada 2 dias para controle da
graducéo clinica (A). Fotografia de animais que desenvolveram GVHD tratados ou ndo com

fulerol vinte dias apés a inducdo da doenca. Em cima, um animal do grupo GVHD tratado
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com fulerol. Embaixo, um animal que desenvolveu GVHD ndo tratado. (B). *P<0.05
comparado ao controle e #P<0.05 comparado ao GVHD, n=5.
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Figura 7 — Efeito do tratamento do fulerol sobre a perda de peso em animais com
GVHD. A doenca foi induzida pela transferéncia de 3 x 10" esplendcitos de camundongos
C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1, irradiados 02 dias antes do transplante, por via
intravenosa (i.v). Os camundongos foram divididos em 02 grupos: GVHD e GVHD tratados
com fulerol (10mg/Kg) de 48 a 48 horas, por via intraperitoneal (i.p), iniciado 30 minutos
antes do trasplante até o 30° dia apds a inducdo da doenca. O grupo controle do transplante
recebeu células singénicas de camundongos B6D2F1 e ndo desenvolveram a GVHD. Apds a
inducdo da doenca os camundongos foram monitorados a cada 2 dias para mensuracdo do

peso corporal. Grupos n=5.

5.2) Efeito do tratamento com fulerol sobre os pardmetros histopatoldgicos

em 6rgao alvo da GVHD

Com a finalidade de verificar como o fulerol poderia interferir na evolugdo da GVHD
induzida em camundongos, sec¢des do figado (6rgéo alvo da doenca) foram processadas dez e

vinte dias ap6s o transplante, que correspondem ao inicio dos sinais clinicos e inicio da
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mortalidade, respectivamente, para verificacdo dos parametros histopatolégicos da doenca. O
grupo controle ndo apresentou alteracfes histopatologicas, em nenhum periodo analisado. Os
grupos GVHD e fulerol apresentaram uma infiltracdo de células inflamatorias e alguns sinais
degenerativos dez dias ap6s o transplante (figura 8). Entretanto, no vigésimo dia, observamos
uma menor graduacdo histopatoldgica da doenca, com menor infiltrado inflamatorio e
diminuicdo significativa do processo degenerativo no grupo tratado com o fulerol quando

comparado ao grupo GVHD tratado com PBS. (Figura8 A e 9 A-B).
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Figura 8 — O tratamento com fulerou diminuiu o infiltrado inflamatério e a lesdo no
figado de animais com GVHD. A doenca foi induzida pela transferéncia de 3 x 10’
esplendcitos de camundongos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1, irradiados 02 dias
antes do transplante, por via intravenosa (i.v). Os camundongos foram divididos em 02
grupos: GVHD e GVHD tratados com fulerol (10mg/Kg) de 48 a 48 horas, por via
intraperitoneal (i.p). O grupo controle do transplante recebeu células singénicas de
camundongos B6D2F1 e ndo desenvolveram a GVHD. Camundongos foram sacrificados 10 e
20 dias apds o transplante, e o figado foi retirado para analise histopatoldgica. Graduacéo
histopatolégica 10 dias (A) 20 dias pos-transplante (B). Resultados séo apresentados como
média £ SEM (n=5). *P<0.05 comparado ao controle e #P<0.05 comparado ao GVHD.
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Figura 9 — O tratamento com fulerou diminuiu o infiltrado inflamatdrio e a lesdo no
figado de animais com GVHD. Representacdo histologica do figado vinte dias apos a
indugdo da doenca. A doenca foi induzida pela transferéncia de 3 x 10 esplendcitos de
camundongos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1, irradiados 02 dias antes do
transplante, por via intravenosa (i.v). Os camundongos foram divididos em 02 grupos:
GVHD e GVHD tratados com fulerol (10mg/Kg) de 48 a 48 horas, por via intraperitoneal
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(i.p). O grupo controle do transplante recebeu células singénicas de camundongos B6D2F1 e
ndo desenvolveram a GVHD. Camundongos foram sacrificados 20 dias ap6s o transplante e o
figadofoi retirado para andlise histopatoldgica. Aspecto histologico do figado de
camundongos do grupo controle (A), do grupo GVHD (B) e do grupo fulerol, 20 dias apos a
inducdo da GVHD (C) Aumento: 4x. Grupo controle (D), grupo GVHD (E) e grupo fulerol,
20 dias apos a indugdo da GVHD (F) Aumento: 10x. Escala =50 pum.

5.3) Efeito do tratamento com fulerol sobre os niveis de citocinas e

quimiocinas envolvidas na GVHD

Uma porgdo do figado foi retirada dos animais tratados e ndo tratados com o fulerol,
dez e vinte dias ap6s o transplante, para analise das citocinas: IFNy e TNFa e quimiocinas:
CCL2, CCL3 e CCL5. Nao houve diferenca significativa entre os grupos GVHD tratados e
ndo tratados com o fulerol, no décimo dia ap6s o transplante. Entretanto, coincidentemente a
diminuicdo da lesdo no figado, conforme figura 9, os niveis das citocinas e quimiocinas
analisadas, foram significativamente menores vinte dias apds o transplante, quando animais

que desenvolveram GVHD foram tratados com o fulerol (figura 10 A-J).
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Figura 10 - O tratamento com fulerol reduziu os niveis de quimiocinas e citocinas
envolvidas na GVHD. A doenca foi induzida pela transferéncia de 3 x 10" esplendcitos de
camundongos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1, irradiados 02 dias antes do
transplante, por via intravenosa (i.v). Os camundongos foram divididos em 02 grupos: GVHD
e GVHD tratados com fulerol (10mg/Kg) de 48 a 48 horas, por via intraperitoneal (i.p). O
grupo controle do transplante recebeu células singénicas de camundongos B6D2F1 e néo
desenvolveram a GVHD. Camundongos foram sacrificados, dez e vinte dias ap6s a inducgéo
da doenca e os niveis de IFN-y, TNF-a, CCL2, CCL3 e CCL5 no figado foram avaliados por
ELISA. Niveis de IFN-y dez dias (A), vinte dias (B), TNF-a dez dias (C) vinte dias (D),
CCL2 dez dias (E) vinte dias (F), CCL3 dez dias (G), vinte dias (H) e CCL5 dez dias (1), vinte
dias ap6s o transplante (J). Resultados sdo apresentados como média + SEM. *P<0.05

comparado ao controle n=4 e #P<0.05 comparado aoc GVHD n=5.

5.4)  Acumulo de leucécitos em 6rgao alvo da GVHD

O acumulo de leucécitos foi analisado no figado, através da quantificacdo indireta do
nimero macrofagos e de neutrofilos, verificada pela atividade da n-acetil-p-D-
glicosaminidase (NAG) e da mieloperoxidase (MPO), respectivamente. Camundongos que
desenvolveram GVHD com ou sem tratamento, apresentaram acUmulo de leucdcitos no

figado quando comparados ao grupo controle, dez e vinte dias ap6s a inducdo da doenga. O
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tratamento com o fulerol reduziu significativamente o acumulo desses leucdocitos, vinte dias

apos o transplante, quando comparado ao grupo GVHD ndo tratado (figura 11 A-D).
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Figure 11 — O tratamento com fulerol diminuiu o acimulo de leucdcitos no figado de
camundongos que desenvolveram GVHD. A doenca foi induzida pela transferéncia de 3 x
107 esplenécitos de camundongos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1, irradiados 02
dias antes do transplante, por via intravenosa (i.v). Os camundongos foram divididos em 02
grupos: GVHD e GVHD tratados com fulerol (10mg/Kg) de 48 a 48 horas, por via
intraperitoneal (i.p). O grupo controle do transplante recebeu células singénicas de
camundongos B6D2F1 e ndo desenvolveram a GVHD. Amostras do figado foram coletadas
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10 e 20 dias ap0s o transplante e 0 acumulo de macréfagos e neutréfilos foi analisado neste
tecido através da atividade da n-acetil-p-D-glicosaminidase (NAG) e mieolperoxidase
(MPO), respectivamente. Numero relativo de macrofagos 10 dias (A) 20 dias apds o
transplante (B). NUmeros relativo de neutréfilos 10 dias (C) 20 dias apds o transplante (B).
Resultados sdo apresentados como média £ SEM. *P<0.05 comparado ao controle e #P<0.05
comparado ao GVHD n=6.

5.5) Producédo de espécies reativas de oxigénio

Com o objetivo de verificar se a atividade antioxidante do fulerol poderia exercer
efeitos sobre os niveis de espécies reativas de oxigénio na GVHD, ROS foram mensuradas
em dois 6rgéos alvo da GVHD: figado e baco, vinte dias ap6s o transplante. Os animais do
grupo GVHD apresentaram niveis de ROS aumentados em relacdo ao grupo controle.
Entretanto, notou-se que os animais tratados com o fulerol tiveram niveis significativamente

menores de ROS nos 6rgdos analisados, quando comparado ao grupo GVHD (figura 12 A-B).
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Figura 12 — O tratamento com o fulerol diminuiu significativamente os niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS), em 6rgdos alvos da GVHD. A doenca foi induzida pela
transferéncia de 3 x 10’ esplendcitos de camundongos C57BL/6J-WT para camundongos
B6D2F1, irradiados 02 dias antes do transplante, por via intravenosa (i.v). Os camundongos
foram divididos em 02 grupos: GVHD e GVHD tratados com fulerol (10mg/Kg) de 48 a 48
horas, por via intraperitoneal (i.p). O grupo controle do transplante recebeu células singénicas
de camundongos B6D2F1 e ndo desenvolveram a GVHD. No 20° dia ap6s o transplante,
camundongos de todos os grupos foram sacrificados e os niveis de ROS mensurados por
quimioluminescéncia, no bago (A) e figado (B). Resultados sdo apresentados como média +
SEM. *P<0.05 comparado ao controle e #P<0.05 comparado ao GVHD n=6.

5.6) Efeito do tratamento com apocinina na GVHD

Diante da alta taxa de sobrevivéncia, diminui¢cdo dos sinais clinicos e parametros
inflamatorios analisados, adicionado a um menor nivel de ROS nos animais tratados com o
fulerol, resolveu-se verificar se a atividade antioxidante do fulerol poderia ser um mecanismo
de protecdo da GVHD. Realizou-se, entdo, um tratamento com um inibidor da atividade do

complexo NADPH oxidase, a apocinina (03mg/Kg/dia) para analise da sobrevivéncia dos
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animais e sinais clinicos da GVHD. Coincidentemente, os animais tratados com apocinina
tiveram menor letalidade e diminuicdo da graduacédo clinica da doenca (Figura 13 e 14 A).
Ressalta-se que mesmo apos cessar 0 tratamento coma apocinina (encerrou-se o tratamento
trinta dias ap0s o transplante), a taxa de sobrevivéncia continuou sendo a mesma (60%) neste
grupo (este experimento foi encerrado cinquenta dias apos a inducdo da doenca). Ndo houve
diferenca significativa entre o grupo tratado com apocinina € o grupo GVHD, quando

analisado a variacéo de perda de peso (figura 14 B).
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Figura 13 — O tratamento com apocinina diminuiu a mortalidade da GVHD. A doenca
foi induzida pela transferéncia de 3 x 107 esplenécitos de camundongos C57BL/6J-WT para
camundongos B6D2F1, irradiados 02 dias antes do transplante, por via intravenosa (i.v), e
foram divididos em 02 grupos: GVHD e GVHD tratados com apocinina (3 mg/Kg) de 24 a 24
horas, por via intraperitoneal (i.p), iniciado 30 minutos antes do trasplante até o 30° dia apds a
inducdo da doenca. O grupo controle do transplante foi realizado utilizando-se camundongos
B6D2F1 que receberam células de camundongos também B6D2Fle ndo desenvolveram a
GVHD. Apos a indugdo da doenga os camundongos foram monitorados a cada 2 dias para
controle da mortalidade. *P<0.05 comparado ao controle e #P<0.05 comparado ao GVHD,

n=5 e controle n=4.
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Figura 14 — Efeito do tratamento com apocinina sobre os sinais clinicos e peso dos
animais que desenvolveram GVHD. A doenca foi induzida pela transferéncia de 3 x 10’
esplendcitos de camundongos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1, irradiados 02 dias
antes do transplante, por via intravenosa (i.v), e foram divididos em 02 grupos: GVHD e
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GVHD tratados com apocinina (3mg/Kg) de 24 a 24 horas, por via intraperitoneal (i.p),
iniciado 30 minutos antes do trasplante até o 30° dia apds a inducdo da doenca. O grupo
controle do transplante foi realizado utilizando-se camundongos B6D2F1 que receberam
células de camundongos também B6D2F1e ndo desenvolveram a GVHD. Apos a inducédo da
doenca os camundongos foram monitorados a cada 2 dias para o controle dos sinais clinicos.
Graducdo clinica da GVHD (parédmetros clinicos avaliados foram descritos em material e
métodos) (A). Variacdo de perda de peso dos animais (B). *P<0.05 comparado ao controle e
#P<0.05 comparado ao GVHD, n=5.

5.7) Efeito do fulerol na translocacdo Bacteriana

Camundongos tratados com fulerol tiveram um menor nimero de unidade formadora
de colbnia (CFU) de bactérias na cavidade abdominal, no sangue e no figado quando
comparados aos camundongos que receberam células selvagens e foram tratados apenas com

PBS, verificada no vigésimo dia apds o transplante (Figura 15 A-C).
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Figura 15 — O tratamento com fulerol diminuiu a translocagdo bacteriana na cavidade
abdominal, sangue e figado de camundongos que desenvolveram GVHD. A doenga foi
induzida pela transferéncia de 3 x 10" esplendcitos de camundongos C57BL/6J-WT para
camundongos B6D2F1, irradiados 02 dias antes do transplante, por via intravenosa (i.v). Os
camundongos foram divididos em 02 grupos: GVHD e GVHD tratados com fulerol
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(10mg/Kg) de 48 a 48 horas, por via intraperitoneal (i.p). O grupo controle do transplante
recebeu células singénicas de camundongos B6D2F1 e ndo desenvolveu a GVHD. Vinte dias
apos a inducao da doenca, camundongos foram sacrificados e o numero de unidade formadora
de col6nia (CFU) de bactéria foi verificado no sangue (A) na cavidade abdominal (B) e no
figado (C). Resultados séo apresentados como média = SEM. *P<0.05 comparado ao controle

e #P<0.05 comparado ao GVHD n=6.
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6) DISCUSSAO

A Doenca do enxerto versus hospedeiro (GVHD) constitui a maior causa de
mortalidade e morbidade pos-transplante de células hematopoiéticas (TCH), ocorrendo em
aproximadamente metade dos pacientes submetidos ao TCH alogénico (Ferrara e cols., 2009).

O tratamento farmacoldgico padrdo para a GVHD inclui o uso de altas doses de
corticosterdides em combinacdo com drogas imunossupressoras e estdo relacionados com a
supressdo da atividade de citocinas (Devetten e Vose, 2004; Ferrara e cols., 2006). Entretanto,
0 uso de altas doses de corticosterdides provocam diversos efeitos colaterais e danos
metabdlicos, incluindo hiperglicemia, retencdo de liquidos, enfraquecimento muscular e
aumento de infeccbes (Ferrara e cols., 2006), sendo que 0 sucesso desta terapia ainda ndo é
satisfatorio (40% dos casos). Cerca de 50% dos pacientes tratados por corticosteroides
desenvolvem GVHD refratéaria a corticosterdides (Ferrara e cols., 2006, 2009; Choi e cols.,
2010, 2011) e tém um alto risco de morte, tanto por GVHD propriamente dita, quanto por
infeccbes secundarias, necessitando de outras terapias para o tratamento da doenca (Ferrara e
cols., 2006). Neste contexto, foram desenvolvidas terapias com anticorpos monoclonais para
o receptor de IL-2 (daclizumab) e também para 0 TNF-a (entanercept) e seus precursores
(infliximab) assim como, combinacgdes de proteinas compostas por IL-2 humana mais toxina
diftérica (denileukin diftitox). Todas essas estratégias tém o objetivo de complementar a
terapia com corticosterdide (Devetten e Vose, 2004; Choi e cols, 2010, 2011). Métodos de
deplecdo farmacoldgicos como deplecdo de células T, através da globulina antitimocitica
(ATG, do inglés antithymocyte globulin) também tém sido usados para tentar reduzir a
incidéncia de GVHD aguda. Entretanto, apesar de reduzirem a GVHD em pacientes, estes
tratamentos podem aumentar a incidéncia de infeccdo, contribuindo para a morbidade e

mortalidade dos mesmos (Jacobsohn, 2002).
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Diante das limitacdes das terapias atuais da GVHD torna-se necessario aprofundar o
entendimento nos mecanismos patologicos desta doenca obtendo modos mais eficazes de
interferir na sua evolucdo ou até mesmo impedir o0 seu aparecimento. Sendo assim, 0 n0SsoO
estudo teve por objetivo verificar o efeito do nanocomposto fulerol no desenvolvimento da
patogénese da doenca do enxerto-versus-hospedeiro e verificar se 0 seu uso poderia trazer
beneficios como uma forma de tratamento para a doenca, baseado nos potenciais efeitos anti-
inflamatdrios e anti-oxidantes deste nanocomposto (Dugan e cols., 2001; Injac e cols., 2008;
Quick e cols., 2008, Yudoch e cols, 2009). Com essa finalidade utilizamos um modelo
experimental de GVHD, anteriormente descrito na literatura, no qual a injecdo de esplendcitos
de camundongos parentais C57BL/6J em camundongos B6D2F1, previamente irradiados,
leva ao desencadeamento da GVHD aguda (Castor e cols., 2010, 2011; El-Hayek e cols.,
2005; Vodanovic-Jankovic e cols., 2006). Esse modelo experimental tem como objetivo
mimetizar a reacdo que pode ocorrer apds o transplante de medula déssea e outros 6rgaos, na
qgual o enxerto se torna ativado e reage contra o hospedeiro, levando a lesdo de diversos
orgaos alvo do paciente podendo levar a morte.

Neste estudo demonstramos que o tratamento com fulerol em camundongos levou a
uma reducdo da GVHD, observada pela diminuicdo da graduacdo dos sinais clinicos e da
mortalidade. E importante salientar que o fulerol foi eficaz em reduzir, mas ndo abolir a
doenca, comprovado pela ocorréncia de alguns sinais clinicos da GVHD nos animais tratados.
Apo6s aproximadamente dez dias do transplante, observou-se que animais tratados com o
fulerol comecaram a apresentar melhora significativa quando comparados aos animais do
grupo GVHD, sendo que os sinais clinicos analisados tais como o ericamento e a perda da
vitalidade dos pélos, a diarréia, a ocorréncia de sangue nas fezes, a apatia e a postura do
tronco em flexdo foram menos intensos, tendo uma graduacdo média significativamente

menor durante a evolucdo da doenca. De fato, sabe-se que a diminui¢do e ndo a auséncia da
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GVHD ¢ interessante, uma vez que as células doadas sdo importantes para o reconhecimento
e destruicdo das células tumorais do receptor, ou seja, é necessario que se desenvolva uma
resposta contra o tumor (GVT), eliminando as células tumorais remanescentes da
quimioterapia ou radioterapia (Johnson e cols., 1999; Kolb e cols., 2008).

A variacdo da perda de peso também foi um parametro clinico analisado na GVHD.
N&o houve diferencas significativas entre os grupos GVHD e fulerol. Todavia, a partir do
vigésimo dia apds a inducdo da doenca os animais tratados com fulerol comecaram a
recuperar gradativamente o peso perdido. A perda de peso € uma caracteristica comum da
GVHD e pode estar associada a diarréia, distarbios intestinais e hepaticos que ocorrem nesta
doenca. O aumento de TNFo na GVHD é um fator que pode contribuir para a perda de peso
dos animais. O fator de necrose tumoral (TNF a), também conhecido por caguexina, esta
adiposo e muscular em animais e humanos (Inadera e cols., 2002; Tisdale., 2002; Rubin H.,
2003). Ressalta-se que o comportamento alimentar e parametros metabdlicos, tais como
glicemia de jejum, resisténcia a insulina, niveis de acidos graxos séricos, perda de tecido
adiposo e de massa corporal, gasto energético entre outros, ainda ndo foram avaliados em
animais com GVHD, o que poderia ser interessante para melhor compreender a perda de peso
e possiveis alteracfes metabolicas nestes animais.

A disfuncdo hepéatica € um acometimento comum apds o transplante de células
hematopoiéticas e € um dos sinais clinicos da GVHD (Kim e cols., 2000; Fujii, 2001). Os
parametros inflamatérios analisados no figado, tais como: histologia, producdo de citocinas e
quimiocinas inflamatorias, translocacdo bacteriana, acimulo de leucocitos e producdo de
especies reativas de oxigénio apresentaram-se diminuidas, a partir do vigésimo dia apds o

transplante, refletindo assim, na sobrevivéncia e melhora clinica dos animais.
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O fulerol possui um potencial antioxidante, devido sua estrutura simétrica e estavel,
ele torna-se um excelente aceptor de elétrons e com isto bastante eficiente em capturar
radicais livres, funcionado como uma “esponja de radicais livres” (Felde-Flesh e cols., 2006;
Krusic e cols., 1991). Pacientes com cancer frequentemente sdo submetidos ao tratamento
com um antibiético denominado doxorrubicina (DOX). A DOX, entretanto apresenta alguns
efeitos colaterais, tais como toxicidade em varios 6rgaos, como o coracgdo e figado. Sugere-se
que sua citoxicidade no tecido hepatico e cardiaco deve-se principalmente a sua
capacidade de gerar radicais livres (Saade e cols, 2001; Yagmurca e cols., 2007; Bulucul e
cols, 2009). Diante da limitacdo ao uso de DOX e considerando o efeito antioxidante dos
fulerdis, Injac e colaboradores (2008, 2009) investigaram o efeito deste nanocomposto sobre a
toxicidade da DOX usando um modelo de carcinoma mamario em ratos, tratados por DOX.
Eles demonstraram que o fulerol em condi¢bes de aumento de estresse oxidativo,
proporcionado pela DOX, exerceu um efeito hepatoprotetor nestes animais, observadas
através da reducdo dos niveis de alanina aminotransferase (ALT), aspartato (AST)
desidrogenase de lactato (LDH), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD). Além disto,
guando analisado o tecido cardiaco destes animais, verficou-se uma diminuicdo de alguns
marcadores tipicos para o dano oxidativo, tais como, SOD, CAT, malondialdeido (MDA) e
glutationa (GSH), apontando assim para um efeito cardioprotetor dos fulerdis na toxicidade
aguda induzida por DOX. Baseados na atividade antioxidante que os fulerenos e seus
derivados possuem ao limitar os efeitos nocivos de radicais livres gerados apoOs lesGes
neuropatoldgicas (Dugan e cols, 2001; revisado por Silva, 2006), o uso do fulerol como
terapia em desordens neurodegenerativas tem sido elucidado por alguns estudos. Devido a
capacidade em capturar radicais livres, o fulerol pode exercer efeitos positivos em doencas
como Parckinson e Alzeimer, nas quais hd uma producdo aumentada de ROS. O efeito

neuroprotetor que o fulerol exerce nestas doengas deve-se a sua capacidade em reagir com
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especies reativas de oxigénio como anion superoxido (O2°) e radicais hidroxila (OH"),
diminuindo a morte neuronal (Bosi e cols., 2003).

Diante do potencial antioxidante do fulerol, investigamos o efeito deste nanocomposto
sobre o0s niveis de espécies reativas de oxigénio em dois 6rgédos alvo da GVHD: bago (6rgéo
linfoide secundario) e figado. Animais que desenvolveram GVHD apresentaram aumento nos
niveis de ROS, nos dois Orgdos analisados, vinte dias ap6s a inducdo da doenca, quando
comparado ao grupo controle. Em contraste o tratamento com o fulerol, diminuiu
significativamente os niveis de ROS no figado e baco de animais com GVHD, o que poderia
ser explicado pela atividade antioxidante deste nanocomposto. Coincidentemente, ao se usar
outro antioxidante, a apocinina observou-se também um aumento em 60% da taxa de
sobrevivéncia de animais com GHVD tratados com apocinina, associado a uma melhora
significativa dos sinais clinicos da doenca, apesar de ndo haver diferencas significativas na
perda de peso dos animais com GVHD tratados e ndo tratados em este antioxidante. Em um
estudo sobre estresse oxidativo de células do sangue ap6s o transplante de células
hematopoiéticas (TCH), Amer e colaboradores (2007) mostraram que na GVHD as células
sanguineas (polimorfonucleares e linfocitos) de animais submetidos ao transplante semi-
alogénico estavam sob condicbes de estresse oxidativo, com niveis bastante aumentados de
ROS. Segundo Kohen e colaboradoress (2002), enquanto que, em baixas concentracfes, ROS
seria necessario para processos celulares vitais, em altas concentracdes as espécies reativas de
oxigénio estariam envolvidas nos efeitos deletérios, como a estimulacdo da formacdo de
peroxido de hidrogénio e da peroxidacao dos lipideos da membrana, o que resultaria em leséo
e destruicdo de tecidos e oOrgdos. Niveis aumentados de radicais livres e a deplecdo de
antioxidantes intra e extracelulares estariam entre os principais mecanismos que mediam
danos a orgdos, como pulméo e figado, apos o TCH (Weij e cols., 1997; Amer e cols., 2007).

Além disto, estudos em animais e humanos demonstram que altos niveis de ROS s&o
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observados em doencas cronicas como cancer, doencas cardiovasculares, pulmonares e
Diabetes Mellitus (Reuter e cols., 2010; Monlavi e cols., 2004; Calles e cols., 2001). Em
modelos de isquemia e reperfusdo hepatica em murinos, em que ha aumento de ROS, o uso de
inibidores da producéao de espécies reativas de oxigénio, seja pela inibicdo da xantina oxidase
(geradora de anion superoxido), como o alopurinol, (Rhoden e cols., 2000) ou pela apocinina
(Liu e cols., 2008), provocou uma diminuicdo significativa da producdo de ROS levando
assim a uma maior protecdo do figado, com diminuicdo de varios parametros inflamatérios,
tais como: menor producdo de TNF-a ¢ reducdo do infiltrado celular, do processo
degenerativo e necrotico neste orgao.

Corroborando com dados acima, a diminuicdo de ROS no figado de animais com
GVHD tratado com fulerol esteve associada a uma menor lesdo hepatica observadas nas
laminas histopatoldgicas, vinte dias ap6s a inducdo da doenca. Estudos experimentais de
lesbes hepaticas causadas por DOX mostraram que o tratamento com fulerol diminuiu
espécies reativas de oxigénio no figado, exercendo um efeito protetor sobre este érgdo (Injac e
cols., 2008, 2009). Dessa forma, nossos resultados ressaltam um importante papel terapéutico
do fulerol na GVHD. A propriedade anti-inflamatoria do fulerol também é foco de um estudo
realizado por Yudoh e colaboradores (2009), no qual o fulerol pode ser um agente terapéutico
importante na artrite reumatdide. O tratamento com fulerol diminuiu niveis de citocinas
inflamatorias, tais como TNF-a e IL-1B, diminuindo assim a destrui¢do articular e sinovial
provocadas em modelo de ratos induzidos por atrite.

Em nosso trabalho o tratamento com fulerol, alterou os niveis de citocinas e
quimicionas pro-inflamatérias na GVHD. Associado a diminui¢do da lesdo histopatologica no
figado e a reducdo de ROS neste 0rgdo, esta relacionada a uma reducdo significativa nos
niveis de TNFa e IFN-y no figado de camundongos que receberam tratamento com fulerol,

vinte dias ap0ds o transplante. TNFa e IFN-y participam de forma importante na patogénese da
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GVHD (Cooke e cols., 2001; Wysocki e cols., 2005; Jaksch e Mattson e cols., 2005; El-
Hayek e cols.; 2005, Bouazzaoui e cols., 2009; Castor e cols, 2010, 2011). A importancia do
TNFa no desenvolvimento da GVHD tem sido apoiada por uma série de experimentos
clinicos que demonstram uma forte correlacdo entre niveis aumentados desta citocina e a
doenca do enxerto (Lebine, 2011). A correlacdo entre os altos niveis de IFN-y e TNFa ¢ a
gravidade da GVHD sugere o envolvimento destas citocinas na patogénese desta doenca.
Sendo assim, os efeitos do fulerol nos niveis de TNFa ¢ IFN-y tornam-se relevantes para o
desenvolvimento da GVHD em camundongos. O tratamento com o fulerol em animais que
desenvolveram GVHD também foi eficiente em reduzir os niveis de CCL2, CCL3 e CCL5 no
figado destes animais, vinte dias ap0s o transplante. Estas quimiocinas sdo importantes na
participacdo dos processos de ativacdo e recrutamento de leucdcitos para sitios inflamados e
estdo associadas a lesdo dos 6rgdos alvos na GVHD (Serody e cols., 2000; Wysock e cols.,
2005; Jaksch e Mattson, 2005; Choi e cols., 2010, Bouazzaoui e cols., 2009). A CCL3 é uma
guimiocina importante para doenca clinica e letalidade associadas a GVHD, conforme
demonstrado por Serody e colaboradores (2000). De acordo com estes estudos a transferéncia
de esplendcitos deficientes em CCL3 foi associada a diminuicdo dos sinais clinicos da GVHD
e da mortalidade (Serody e cols., 2000). Terapias baseadas no bloqueio da CCL3 também
foram eficazes no controle da GVHD em murinos, minimizando os sinais clinicos da doenca e
aumentando a taxa de sobrevivéncia dos animais (Castor e cols., 2010). Em nosso modelo
experimental, camundongos submetidos a GVHD apresentaram aumento na producdo de
citocinas, dentre elas a CCL2. Terwey e colaboradores (2005) relataram que o receptor para a
citocina CCL2 (CCR2) tem um importante papel na ativacio e migracdo de células T CD8"
no intestino e figado de animais submetidos & GVHD. O papel desta quimiocina na GVHD,
entretanto ainda ndo é bem estabelecido. Por participar do recrutamento e da proliferagcdo de

células T aloespecificas em 6rgdos alvo da GVHD, ressalta-se aqui o papel da CCL5 no
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desenvolvimento desta doenca. Choi e colaboradores (2007) estudaram a funcdo da
quimiocina CCL5 e seu receptor CCR1 na GVHD. Eles observaram que a expressdao do
RNAmM para CCR1 estava aumentada em animais com GVHD e isso se correlacionava com
um aumento da les@o no intestino e no figado desses animais. A auséncia de CCR1 e da sua
interacdo com o seu ligante (CCL5) estava relacionada a uma maior sobrevivéncia dos
camundongos com GVHD, a uma menor manifestacdo dos sinais clinicos da doenca, a uma
menor liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como TNFa ¢ IFN-y, a uma menor expansao
das células T no baco e ainda, a um maior recrutamento de mononucleares e neutréfilos para o
intestino e o figado desses animais. Deste modo, a diminui¢cdo de quimiocinas e citocinas
pré-inflamatorias pelo fulerol também podem contribuir para a protecdo dos 6rgaos alvo e
mortalidade associada a GVHD. Esta diminuicdo nos niveis de quimiocinas pode estar
associada com a reducdo do acimulo de leucécitos observados no figado de animais tratados
com o fulerol, ap6s o vigesimo dia do transplante. Como demonstrado por alguns autores:
Serody e cols., 2000; Wysocki e cols., 2005; Jaksch e Mattsson, 2005, o recrutamento de
leucdcitos exerce um importante papel na fase efetora da GVHD, levando a uma maior
destruicdo dos tecidos do hospedeiro e a uma maior producdo de mediadores inflamatérios,
sendo, portanto, responsaveis pela perpetuacao da doenca que culmina com o 6bito do animal.
Sendo assim, este estudo se propds a avaliar o efeito do fulerol sobre 0 acimulo de leucécitos
para um 6rgdo alvo desta doenca. O acumulo de macréfagos e neutréfilos para o figado dez
dias ap6s o transplante foi similar entre os grupos GVHD tratados e ndo tratados com o
fulerol. Entretanto, no periodo do inicio da mortalidade (vinte dias apds a inducdo da GVHD)
observou-se que animais do grupo sem tratamento apresentavam um maior nimero destes
leucdcitos quando comparado ao grupo fulerol. A migracéo de leucocitos € um dos principais
mecanismos de lesdo dos oOrgdos alvo da GVHD, interferindo de maneira direta na

mortalidade associada a doenca (Lu e cols., 2010; Ferrara e cols., 2005, 2006 e 2009),
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portanto, controlar o recrutamento e acimulo destas células em 6rgéos alvo é uma importante
estratégia terapéutica para a GVHD e este objetivo foi alcancado com o tratamento utilizando
com fulerol.

Outro achado interessante foi o menor nimero de unidade formadora de colbnia
(CFU) de bactéria encontrada na cavidade abdominal, no sangue e no figado de camundongos
tratados com fulerol, no vigésimo dia ap6s a inducdo da GVHD. A translocacdo bacteriana €
um agravante da GVHD podendo levar a morte (Beelen e cols., 1999). A atividade
antimicrobiana do fulerol também tem sido investigada por alguns autores (Mashino e cols.,
1999; Tang e cols, 2007; Kumar e Menon, 2009). Tang e colaboradores (2007) demonstraram
gue um provavel mecanismo pelo qual estes nanocompostos podem inibir o crescimento
bacteriano é atraves da sua interacdo e destruicdo com a membrana celular de bactérias.
Entretanto, esse mecanismo ndo foi investigado em nosso trabalho e acreditamos que seu
papel anti-oxidante seja 0 mecanismo mais relevante na protecdo contra a GVHD.

O uso do fulerol como estratégia no controle da resposta inflamatoria associada a
GVHD foi bastante satisfatorio, uma vez que levou a uma atenuacdo de todos o0s parametros
inflamatdrios e clinicos investigados neste estudo, mostrando assim a relevancia deste
tratamento. Outros estudos a respeito do mecanismo de acdo do fulerol em modelos animais e
também em células humanas devem ser realizados a fim de torna-lo uma terapia utilizada para

ajudar no tratamento de pessoas acometidas por esta doenca.
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7) CONCLUSAO

O tratamento com o fulerol diminuiu a resposta inflamatéria, resultando em aumento
da sobrevida e diminuicdo dos sinais clinicos associados & GVHD aguda em camundongos.
De maneira semelhante 0 uso de um agente antioxidante, apocinina, também levou & melhora
dos camundongos com GVHD, sugerindo que estratégias que atuem sobre as espécies reativas
de oxigénio (ROS), podem ser importantes no controledesta doenca. Sendo assim, o fulerol

pode ser uma estratégia promissora a ser utilizada no tratamento da GVHD.
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PERSPECTIVAS

Diante da protecdo exercida pelo fulerol em camundongos com GVHD, propomos
investigar quais seriam 0s mecanismos celulares pelos quais este nanocomposto estaria
atuando e, em consequéncia, exercendo este efeito protetor. Para isto serd avaliado o
recrutamento de células inflamatorias utilizando microscopia intravital e imunohistoquimica
e o perfil de células T para 6rgéos alvo da doenca.

Visto que as espécies reativas de oxigénio estdo aumentadas em o6rgdos alvo da
GVHD e quando diminuidas pelo fulerol proporcionaram um aumento da sobrevida e
diminuicdo dos sinais clinicos da doenca em camundongos, pretendemos investigar o papel de
ROS no desenvolvimento e patogénese da doenca do enxerto versus hospedeiro. Para isto,
utilizaremos estratégias farmacoldgicas que interfiram nas vias da formacdo de ROS e
animais deficientes gp91phox-/- (gp91phox € uma subunidade do complexo multienzimatico

NADPH oxidase).
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