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RESUMO

Introducdo: A doenca do enxerto contra hospedeiro (graft versus host disease - GVHD) é
uma doenca secundaria ao transplante de células hematopoiéticas (TCH), sendo a maior
limitag@o desta terapia e ocorre quando linfécitos do doador tornam-se ativados em resposta
aos antigenos do hospedeiro causando danos a varios orgaos, podendo levar a morte do
paciente. Ela estd associada a resposta inflamatoria exacerbada com liberacdo de
mediadores inflamatorios, tais como citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio
(ROS). No presente estudo avaliamos o papel de ROS na patogénese da GVHD. Métodos:
A GVHD foi induzida pela transferéncia de 3x107 esplendcitos e de 1x10’ células da medula
O0ssea de camundongos doadores semialogénicos C57BL/6J-WT para camundongos
B6D2F1 irradiados com dose de 9 Gy. Para avaliar o papel de ROS na GVHD, camundongos
submetidos a doenga foram tratados com apocinina (grupo APO), um inibidor da
translocacao intracelular de componentes citossolicos do complexo NADPH-oxidase, na
dosagem de 3 mg/kg/dia por via intraperitoneal (i.p), iniciado 30 minutos antes do trasplante
até o final do experimento. Camundongos que receberam esplendcitos + células medulares
de camundongos singénicos (B6D2F1 para B6D2F1) ndo desenvolveram a doenca e
constituiram o grupo controle. Os niveis de ROS foram analisados no bago, medula 6ssea,
figado e intestino em duas fases do desenvolvimento da doenga: inicio dos sinais clinicos e
da mortalidade, aproximadamente 6 e 13 dias ap0s o transplante, respectivamente. A
resposta inflamatoéria foi avaliada por andlise: do estresse oxidativo (mensuracdo de
superoéxido dismutase, catalase e peroxidacéo lipidica), de niveis de citocinas e quimiocinas,
por ELISA, da quantificacdo indireta de macréfagos pela atividade da n-acetilglicosaminidase
(NAG) e neutrdfilos pela atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), de parametros
histopatolégicos, do recrutamento, adesdo e acumulo de leucdcitos através de microscopia
intravital ou citometria de fluxo. A sobrevivéncia e os sinais clinicos foram acompanhados
durante o desenvolvimento da doenca. O efeito do enxerto em eliminar o tumor (GVT)
também foi analisado. Resultados: Verificou-se maiores niveis de ROS no baco e medula
0ssea (inicio dos sinais) em camundongos com GVHD. No inicio da mortalidade este grupo
apresentou aumento de ROS no baco e figado. O tratamento com apocinina diminui os niveis
de ROS nestes oOrgaos. Concomitantemente, verificou-se uma reducado significativa de
TBARS (substancias que reagem com o &cido tiobarbitlrico), bem como diminuicdo nos
niveis de IFN-gama, TNF-alfa, IL-17, CCL2, CCL3, CCL5, acumulo de macréfagos
associados a menores parametros histopatolégicos no figado e no intestino em
camundongos submetidos a GVHD tratados com apocinina. O bloqueio da NADPH-oxidase
foi associado a diminuicdo do rolamento e adesao de leucocitos no intestino. Além disso, o
tratamento com apocinina levou a um menor acumulo de células T CD4 * e CD8" e de
macrofagos em orgaos analisados. Observou-se uma reducdo na mortalidade (70%) e uma
menor incidéncia e severidade das pontuacgfes clinicas da doenca em camundongos com
GVHD tratados com apocinina. Verificou-se ainda que a apocinina ndo alterou o efeito
benéfico do GVT. Concluséo: Nossos resultados demonstraram que as ROS desempenham
um papel pré-inflamatério levando a uma amplificacdo e ndo resolucdo na GVHD e que a
reducdo em seus niveis pode ser uma estratégia importante no controle desta patogenia.
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ABSTRACT

Introduction: 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 disease is
associated with increased inflammatory response through the release of inflammatory
mediators such as cytokines, chemokines and reactive oxygen species (ROS). Here, we
evaluate the role of ROS in the GVHD pathogenesis. Methods: GVHD was induced by the
transplant of 1x107 bone marrow cells + 3x107 splenocytes from C57BL/6 mice (GVHD
group). The control group received isogenic cells from B6D2F1 mice. To assess the role of
ROS in the pathogenesis of GVHD, mice subject to GVHD were treated with apocynin (APO
group), an inhibitor of the intracellular translocation of cytosolic components of the NADPH-
oxidase complex, using 3mg/Kg every day. The levels of ROS were analyzed in spleen, bone
marrow, liver and intestine following phases of development of clinical disease: onset of
clinical disease (day 6) and mortality (day 13). The inflammatory response was assessed by
analysis of oxidative stress (superoxide t dismutase, catalase and lipid peroxidation), the
levels of cytokines and chemokines by ELISA, indirect quantification of macrophages by N-
acetylglucosaminidase activity (NAG), histopathological parameters, recruitment, adhesion
and accumulation of leukocytes by intravital microscopy or flow cytometry in the early
mortality of GVHD. We also investigated the accumulation of inflammatory cells in lymphoid
organs by flow cytometry onset mortality. The survival and clinical score of disease were
evaluated. Results: Levels of ROS were increased in target organs of GVHD mice and
reduced in apocynin-treated mice at day 6 and spleen and bone marrow and at day 13 in the
liver. We verified a reduction of TBARS, in levels of IFN-gamma, TNF-alpha, I1L-17, CCL2,
CCL3, CCL5, accumulation of macrophage associated a less histopathology parameters in
liver and intestine of mice treated with apocynin. Mechanistically, pharmacological blockade
of the NADPH-oxidase was associated with decreased rolling and adhesion of leukocytes to
the mesenteric microcirculation, as assessed by intravital microscopy. Moreover, the
experiments showed that apocynin-treatment reduced the CD4*, CD8* cells and macrophage
accumulation in organs. The pharmacological blockade of NADPH oxidase resulted in
reduced mortality (70%) and less incidence and severity of clinical scores of GVHD. We also
observed that the treatment with apocynin did not alter the beneficial effect of graft-versus-
tumor Conclusion: Our study demonstrates that ROS plays an important role in mediating
GVHD. We suggest that strategies aimed at blocking the ROS production should be
evaluated further for their usefulness as an adjuvant treatment in patients undergoing bone
marrow transplant.
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1) INTRODUCAO

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

O transplante de células hematopoiéticas (TCH) tem sido um tratamento de escolha
amplamente utilizado para varias doencas hematologicas, neoplasicas e congénitas, tais
como: leucemia, linfomas, anemia aplasica, anemia falciforme e de Blackflan-Diamond,
talassemias, mieloma multiplo e deficiéncias imunes (FERRARA e cols., 2009; CHEUK,
2013). Existem basicamente trés tipos de TCH: o aut6logo, no qual o doador é o préprio
paciente, o alogénico, no qual o doador é alguém compativel geneticamente (compatibilidade
do sistema HLA - antigenos de histocompatibilidade principal) com o paciente, podendo ser
um parente ou alguém néo relacionado, e o singénico, que ocorre entre irmaos gémeos
(JAGASIA e cols., 2012). Mais de vinte e cinco mil transplantes alogénicos de células
hematopoiéticas sédo realizados anualmente em todo o mundo (CHOI e cols., 2010).
Entretanto, somente 25% a 30% dos pacientes tém na familia um doador que seja
compativel geneticamente para este tipo de transplante (CHOI e cols., 2010). Dessa
maneira, 0 acesso a esta forma de terapia tem sido limitado a disponibilidade de doadores
HLA compativeis e, também, a uma doenca secundaria ao transplante, denominada doenca
do enxerto contra hospedeiro (ou no inglés, Graft-versus-Host Disease — GVHD) (FERRARA
e cols., 2009; HOLTANI e cols., 2014).

A GVHD é uma doenca inflamatéria sistémica relatada pela primeira vez em 1962
(BARNES e cols., 1962). Ela ocorre quando os linfécitos T contidos nas células
transplantadas reconhecem disparidades antigénicas entre os individuos doadores e o0s
receptores, provocando uma reposta imunologica em diversos 6Orgdos, tais como pele,
figado, pulmdes, intestino e 6rgaos linféides (BALL & EGELER, 2008; FERRARA, 2009;
CASTOR e cols., 2011; ROBB & HILL, 2012). Esta doencga pode manifestar-se de forma
aguda ou cronica. Na GVHD aguda, os primeiros sinais e sintomas ocorrem em um periodo
menor que cem dias, geralmente entre duas a seis semanas ap0s 0 transplante, e séo
caracterizados por lesbes dos 6rgdos alvo, tais como intestino, figado, pulmbes e pele, e
também pela presenca de diarreia, vomitos, erupc¢des cutédneas e disfuncdo hepética
(FERRARA e cols., 2009). Estima-se que 40% dos pacientes que passam por um TCH
alogénico com um doador geneticamente compativel desenvolvem GVHD aguda e que de
15% a 40% destes morrem devido a esta doenca (JAGASI e cols., 2012). Entretanto, quando
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os TCH ocorrem utilizando células de doadores ndo compativeis, a chance de
desenvolvimento de GVHD aguda aumenta para 80% (PETERSDORF, 2013). Quando os
sinais aparecem em um periodo maior que cem dias apds o transplante, a GVHD ¢é
caracterizada como uma doenca inflamatéria cronica e é semelhante a uma doenca
autoimune, caracterizada por atrofia de 6rgéos e alteracdes hepaticas semelhantes a uma
esclerose biliar ( SHLOMCHIK, 2007, PIDALA e cols., 2014). Devido a seu alto indice de
morbidade e mortalidade, considera-se a GVHD (aguda ou crbnica) como a principal

limitacdo do TCH na clinica, principalmente o alogénico.

A etiologia da GVHD é bastante complexa, sendo que sua prevaléncia e gravidade
podem variar de acordo com o grau de histocompatibilidade entre receptor e doador
(diferenca entre os antigenos de histocompatibilidade principal e menor — HLA e miHag,
respectivamente) (FERRARA e cols., 2009, PETERSDORF, 2013, SPIERINGS e cols.,
2013). Diferenca no miHag entre mulher e homem e a idade entre doadores e receptores sao
variaveis importantes no desencadeamento desta doenca. Aproximadamente 20% dos
individuos com até vinte anos que sdo submetidos ao TCH alogénico desenvolvem GVHD
aguda enquanto que individuos com mais de cinquenta anos de idade tém 80% de chance
de desenvolvé-la (FERRARA e cols., 2007). A fonte do enxerto hematopoiético também pode
favorecer a ocorréncia da GVHD (FERRARA e cols., 2009, BLAZAR e cols., 2012). A
utilizacdo de células do corddo umbilical para o transplante que sao imaturas e, portanto,
menos funcionais, estdo associadas a uma menor prevaléncia do desenvolvimento da
doenca quando comparado com células tronco purificadas do sangue (FERRARA e cols.,
2007, BLAZAR e cols., 2012). Outro fator importante € o regime de condicionamento do
individuo receptor. Este procedimento ocorre antes do transplante, utilizando-se radioterapia
e/ou quimioterapia e € importante para eliminar as células tumorais da doenca de base e
diminuir a rejeicdo do enxerto (KITTAN & HILDELBRANDT, 2010). Entretanto, o regime de
condicionamento leva também a destruicdo dos tecidos do paciente e a consequente
liberacdo de mediadores inflamatérios que desempenham um papel importante no
desencadeamento ou facilitagdo da ocorréncia da GVHD ap6s o TCH (BLAZAR e cols.,
2012).

A fisiopatologia da GVHD aguda pode ser descrita em 3 fases (Figura 1). A fase inicial
€ provocada pelo regime de condicionamento que leva a leséo e ativacdo das células do
hospedeiro, especialmente a mucosa intestinal do TGI. Nesta fase, células apresentadoras

de antigenos (APCs) do individuo receptor sdo ativadas aumentando a expressdo de
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moléculas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) e de moléculas de adeséo
(FERRARA e cols., 2009; HARRIS e cols., 2013; HOLTANI e cols., 2014). Os danos teciduais
no trato gastrointestinal (TGI) resultante do regime de condicionamento sdo particularmente
importantes neste processo, pois permitem a translocacdo de bactérias e a liberacdo de
padrées moleculares associados a patdogenos (PAMPs), como o lipopolissacarideo (LPS),
estimulando a secrecédo de citocinas inflamatdrias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) dos tecidos do hospedeiro, principalmente dos macrofagos que aumentam ainda mais a
ativacdo de APCs e outras células do sistema imune, amplificando o processo inflamatoério
(PACZESNY e cols., 2010; BLAZAR e cols., 2012). A segunda fase da GVHD ocorre apés o
transplante e caracteriza-se pela interacao das células T CD4+ e CD8+ doadas com as APCs
do individuo receptor levando a proliferacédo, ativacao e diferenciacdo destas células T em
células T citotoxicas efetoras. Essas células ativadas migram para os tecidos dos 6rgaos que
foram anteriormente lesados pelo condicionamento, chamados neste contexto de érgdos alvo
da doenca (principalmente o intestino, figado, pulmdes, 6rgaos linfoides e pele) (FERRARA e
cols., 2009; BLAZAR e cols., 2012; HARRIS e cols., 2013). Finalmente, a terceira fase,
também denominada fase efetora, consiste na destruicdo destes 6rgaos pelas células T que
além de desempenharem sua funcdo citotoxica, liberam mediadores inflamatorios como
citocinas e quimiocinas inflamatérias, que recrutam e ativam células efetoras, incluindo
linfécitos, macréfagos, e células "natural killer" (NK), que atacam os tecidos do hospedeiro.
Essa fase final pode levar o individuo (receptor) a morte, pois pode resultar num quadro de
sepse e em uma resposta inflamatoria sistémica (PACZESNY e cols., 2010, BLAZAR e cols.,
2012).
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FIGURA 1 - AS TRES FASES DO MODELO DE GVHD AGUDA. A FASE 1 E DESENCADEADA PELO REGIME DE
CONDICIONAMENTO. NA FASE 2 ONDE OCORRE A ATIVAGCAO DA CELULA T, A PARTIR DA SUA INTERACAO COM A APC E NA
FASE 3 A CELULA T MIGRA PARA 0S ORGAOS ALVO E JUNTO A APC ESTIMULAM UMA RESPOSTA EFETORA NESTES TECIDOS
(FIGURA ADAPTADA DE BLAZAR E cOLS., 2012).

Em todas as trés fases da GVHD observa-se uma producdo exacerbada de
guimiocinas proé-inflamatérias, contribuindo para o recrutamento e ativacdo celular. No
intestino e figado, observa-se um aumento nos niveis de CXCL9, CXL10, CXL11, CXL16,
CCL2, CCL3 e CCL5 (como revisto por CASTOR e cols., 2012). As quimiocinas da subfamilia
CC, principalmente CCL2, CCL3 e CCL5, tém sido descritas como importantes para a
migracao de células em 6rgaos-alvo durante o desenvolvimento de GVHD (TERWEY e cols.,
2005; CASTOR e cols., 2010, 2012a ou b, REZENDE e cols., 2014; BERNARDES e cols.,
2015). Embora, o papel de CCL2 na GVHD ainda néo tenha sido totalmente esclarecido,
sabe-se que esta quimiocina participa na migragéo de leucécitos, principalmente de linfocitos
CD8* para o figado e intestino. A migracéo e ativacdo destas células contribuem para o dano
tecidual, uma vez que estes linfécitos T citotoxicos induzem o recrutamento de outras células
efetoras que produzem mais mediadores inflamatoérios, contribuindo para a perpetuacdo da
GVHD, podendo levar a morte do individuo (BLAZAR e cols., 2012). A contribuicdo de CCL3
na GVHD vém sendo demonstrada através de trabalhos com camundongos deficientes nesta
guimiocina ou bloqueadores farmacoldgicos. Estes estudos comprovaram que a redugao nos

niveis de CCL3 pode ser uma estratégia importante para o controle da GVHD, uma vez que
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sua reducdo esteve associada a menores taxas de mortalidade e morbidade em
camundongos que desenvolveram a doenca (CASTOR e cols., 2010). O aumento nos niveis
de CCL5 e na expressao de seu receptor (CCR5) tem sido atribuido ao agravamento da
lesdo de pele observada em pacientes com GVHD, uma vez que eles promovem um
recrutamento de linfécitos T, além de contribuir para a producéo e liberacdo de TNF-a (fator
de necrose tumoral-a), IL-2, e de IFN-y (interferon-gamma) que participam na patogénese de
GVHD humana (PALMER e cols., 2010).

A ativacdo e recrutamento de leucdcitos para érgdos alvos, caracteristica da fase
efetora, € um passo importante para o agravamento da GVHD. Neste processo, os leucocitos
principalmente fagocitos, quando ativados levam a liberacdo de diferentes moléculas pré-
inflamatorias, dentre elas, as espécies reativas de oxigénio (do acrébnimo ROS: reactive
oxygen species) que estao relacionadas a uma explosao oxidativa (“burst oxidativo”) sendo
importantes mediadores de leséo tecidual em diferentes doencas inflamatérias (FERRARA e
cols., 2009, SUH e cols., 2014). Entretanto, ainda n&o foi demonstrado a importancia de ROS

para a fisiopatologia da GVHD.

Embora a inflamacdo exacerbada observada na fisiopatologia da GVHD seja o
principal complicador no controle da doenca, levando a altos indices de mortalidade, sabe-se
gue a doenca do enxerto pode contribuir para eliminar as células tumorais remanescentes no
hospedeiro, ocasionado uma resposta benéfica denominada de enxerto versus tumor (GVT)
ou enxerto versus lecemina (GVL) (LI e cols., 2009). Esta é uma das limitacdes de alguns
tratamentos de prevencdo e de cura da GVHD, uma vez que muitos interferem no efeito
contra o tumor (MATEJKOVA e cols., 2008; Li e cols., 2009). Desta maneira, tratamentos que

visam o controle da GVHD sem afetar a resposta da GVT tem extrema relevancia clinica.

1.2) Espécies reativas de oxigénio (ROS)

Consideram-se espécies reativas de oxigénio, moléculas que contenham um oxigénio
em um estado altamente reativo e, portanto, com uma grande capacidade oxidativa. Elas
incluem as espécies radicalares, tais como: anion superéxido (02 ), hidroxila (OH"), peroxila
(RO2", alcoxila (RO"), hidroperoxila (HO2") e também moléculas néo radicalares, ou seja, que

nao contém elétrons desemparelhados na sua ultima camada, mas que sado bastante
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reativas, tais como: peroxido de hidrogénio (H20:2), acido hipocloroso (HOCI), o ozonio (O3) e
0 oxigénio singlete (*02) (BEDARD; KRAUSE, 2007). Estas moléculas sdo produzidas em
niveis fisiolégicos no organismo através do metabolismo aerdbico (respiracdo celular). Sob
condicBes normais na cadeia respiratoria mitocondrial, cerca de 95 a 98% do oxigénio (O2)
consumido sofre reducdo e formam agua. Entretanto, 2 a 5% do O: sdo reduzidos
univalentemente, recebendo apenas um elétron, o qual ocupa um dos orbitais externos, ao
mesmo tempo em que o outro continua ndo parelhado, produzindo intermediarios altamente
reativos, denominados espécies reativas de oxigénio. A partir desta primeira etapa, forma-se
a primeira espécie reativa de oxigénio radicalar, denominada anion superoxido (O2"). Em
meio aquoso este radical dara origem a uma molécula ndo radicalar denominada peréxido de
hidrogénio (H202). Por meio de uma reacdo conhecida como Haber-Weiss, catalisada por
ions de ferro, o anion superoxido auxilia na producédo de outra espécie radicalar: hidroxila
(OH"). A partir destes intermediarios, e sob a acdo de algumas enzimas, sdo gerados outros
intermediarios reativos, tais como oxigénio singlete (*02) e 6xido nitrico (NO+) (VALKO e
cols., 2007, GOMES; SILVA; OLIVEIRA, 2012). Além do processo de respiracao celular, as
ROS podem ser produzidas pela xantina oxidase e pelo complexo proteico denominado
NADPH-oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase. A xantina oxidase é
uma flavoproteina que catalisa a conversao da hipoxantina em xantina. Esta via é ativada no

catabolismo de purinas para formacédo de acido urico (WALLWORK e cols., 2003).

O complexo da NADPH-oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidases)
€ constituido por um grupo de enzimas transmembranas presentes principalmente em
células de origem mesodérmica e € composto de seis subunidades enzimaticas: duas
proteinas ancoradas a membrana celular (p22phox e gp91phox/NOX2; esta ultima codificada
pelo gene CYBB) que formam o flavocitocromo b558, trés subunidades (p47phox, p67phox,
p40phox) e uma GTPase (Racl ou Rac?2) localizadas no citoplasma. Quando em repouso,
estes dois grupos enzimaticos (transmembranico e citossolico) ficam separados, garantindo
assim a regulagédo deste complexo. A ativacdo da célula leva a fosforilagdo da subunidade
p40phox e consequente translocacdo dos componentes citossolicos, que se agregam ao
complexo b558 localizado na membrana celular, conforme evidenciado na figura 2. Esta
agregacao permite a catalisacdo de elétrons através da membrana celular para o oxigénio
molecular, gerando anion superéxido e, em seguida, outras espécies reativas de oxigénio
(BEDARD e cols., 2007). Este complexo enzimético foi originalmente descoberto em

neutrofilos (DWORAKOWSKI e cols., 2006). Atualmente, consideram-se seis homologos da
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gp91phox/NOX2 localizados em células nédo fagociticas e denominados NOX1, NOX3,
NOX4, NOX5 (NADPH oxidase 1, 2, 3, 4 e 5), DUOX1 e DUOX2. De acordo com esta
terminologia, a gp91phox € denominada NOX2 e serviu de prototipo para seus homélogos
(BEDARD; KRAUSE, 2007).

Complexo NADPH-oxidase desativado Complexo NADPH-oxidase ativado

FIGURA 2. ATIVAGAO DO COMPLEXO ENZIMATICO NADPH-OXIDASE (ADAPTADO DE BEDARD E coLs., 2007). O
COMPLEXO DA NADPH-OXIDASE E CONSTITUIDO E COMPOSTO DE SEIS SUBUNIDADES ENZIMATICAS: DUAS PROTEINAS
ANCORADAS A MEMBRANA CELULAR (P22PHOX E GP91PHOX/NOX2), TRES SUBUNIDADES (P47PHOX, P67PHOX,
P40PHOX) E UMA GTPASE (RAC1 OU RAC2) LOCALIZADAS NO CITOPLASMA. EM REPOUSO, 0OS GRUPOS
TRANSMEMBRANICO E CITOSSOLICOS FICAM SEPARADOS. QUANDO ATIVADO, OCORRE A FOSFORILAGAO DA SUBUNIDADE
P40PHOX E A TRANSLOCAGAO DOS COMPONENTES CITOSSOLICOS, A MEMBRANA CELULAR.

Uma das maneiras de estudar as espécies reativas de oxigénio consiste na inativacédo
do complexo NADPH-oxidase através do tratamento farmacolégico com apocinina. A
apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona) também conhecida como acetovanilona foi
originalmente isolada das raizes da planta Apocynum cannabinum (maconha canadense) por
Schmiedeberg em 1883 e de uma planta nativa do Himalaia Picrorhiza kurrooa, muito
utilizada na medicina tradicional indiana, em 1971. Em 1990, foi atribuido a esta substancia a
capacidade de inibir a producéo de ROS através do bloqueio do complexo NADPH oxidase
(SIMONS e cols., 1990; STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008). O mecanismo de inibicdo nao é
totalmente conhecido, mas envolve o comprometimento da translocacdo dos componentes

citossolicos da NADPH-oxidase para a membrana impedindo o deslocamento da subunidade
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citossolica p47phox para ligar-se as subunidades do complexo localizados na membrana
(p22phox e gp91phox/NOX2), interferindo de maneira efetiva na producdo de ROS
(STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008). Devido a seu baixo grau de toxicidade, a apocinina vem
sendo empregada, desde entdo, em diversos estudos visando compreender o papel das
espécies reativas de oxigénio em diferentes modelos patolégicos (TANG e cols., 2007;
PATERNITI e cols., 2010; LOPES e colsl., 2011; NUNES e cols., 2014).

Em baixas concentracdes as ROS sdo necessarias para processos celulares vitais
(proliferacéo, diferenciacao e adeséao celular, ativacdo de fatores de transcricdo e regulagéo
endotelial), além de serem importantes para o controle de infeccdo por microrganismos
(REUTER e cols., 2010, FREITAS e cols., 2010). Sabe-se, entretanto, que em altas
concentracfes estas moléculas podem desencadear um processo inflamatério estimulando a
ativacao celular em sitios inflamados, levando a liberacdo de citocinas e quimiocinas, e
aumentando a expressao de moléculas de adesdo, o que pode culminar na destruicao celular
e tecidual (NAIK; DIXIT, 2011; ZHANG e cols., 2011; ZHOU; SHEN; CLARET, 2013).

Os efeitos deletérios provocados pelas ROS, geralmente, sdo minimizados ou
neutralizados pela acdo das defesas antioxidantes do organismo, incluindo carotendides,
tocoferdis, &cido ascorbico e enzimas antioxidantes, representadas pela superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH) e catalase (CAT) (NAIK; DIXIT,
2011).Entretanto, durante uma resposta inflamatéria intensa caracterizada por niveis
aumentados de ROS, uma situacdo de desequilibrio denominada estresse oxidativo pode ser
evidenciada (REUTER e cols., 2010; GOMES; SILVA; OLIVEIRA, 2012). Esta condi¢cao pode
provocar oxidacdo da camada lipidica das membranas celulares (peroxidacdo lipidica) e
gerar danos as proteinas e ao DNA (acido desoxirribonucleico) (FREITAS e cols., 2010,
ZHANG e cols., 2011; MORGAN; LIU, 2011, GOMES; SILVA; OLIVEIRA, 2012; CAMPS;
GARCIA-HEREDIA, 2014). Diversos mecanismos de dano celular sdo desencadeados pela
producdo aumentada de ROS e do estresse oxidativo: recrutamento celular, formagcao de
peroxinitrito, liberacdo de mediadores quimiotaticos, dano endotelial, liberacdo de citocinas
como TNF-alfa e ativagéo de vias pro-inflamatorias. A via do inflamassoma pode ser ativada
por ROS, levando a secrecao de citocinas pro-inflamatorias como interleucina-1p (IL-1B) e IL-
18 (TSCHOPP e cols., 2010).
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Existe uma associacao entre o estresse oxidativo e varias doencas inflamatoérias, dentre
elas o Diabetes Mellitus, céancer, doencas cardiovasculares, pulmonares, renais,
neurodegenerativas, isquemia e reperfusdo hepatica, entre outras (REUTER e cols., 2010,
NAIK; DIXIT, 2011, POHANKA, 2013; CAMPS; GARCIA-HEREDIA, 2014, GUGLIUCCI,
MENINI, 2014). A geracdo de um estresse oxidativo pode ser uma das consequéncias do
transplante alogénico de células hematopoiéticas (SABUNCUOGLU e cols, 2012, QIAN;
SHEN, 2013, SUH e cols., 2014). Um estudo realizado em 2007 por Amer e colaboradores
demonstrou que camundongos com GVHD apresentaram um aumento de ROS em células
sanguineas (hemacias, neutrofilos e linfocitos) e uma diminuicdo da expressao de glutationa
oxidase, eventos caracteristicos do estresse oxidativo. Em 2015, nosso grupo de pesquisa
demonstrou que as ROS estao aumentadas no figado de camundongos submetidos a GVHD
guando comparados a camundongos que nao desenvolveram a doenca (animais que
receberam células singénicas) e que o tratamento com um nanocomposto denominado
fulerol, que possui propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, foi eficaz em diminuir a
progressdo da doenca e aumentar a sobrevida dos animais. Embora existam algumas
evidéncias que sugiram uma associacdo entre o aumento de ROS em células inflamatorias
na GVHD, o papel destes mediadores inflamatérios no desenvolvimento da doenca ainda
ndo é bem esclarecido. Considerando a complexidade inflamatéria da GVHD e os efeitos
deletérios das ROS evidenciados em outros processos inflamatérios, torna-se relevante
compreender o papel destas moléculas na GVHD. Diante dos altos niveis de morbidade e
mortalidade desta doenca, o entendimento do papel de ROS poderia ser (til para o

desenvolvimento de novas terapias no controle da doenca do enxerto contra hospedeiro.
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2) JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Dados publicados, que foram gerados durante meu mestrado e doutorado (BERNARDES
e cols., 2015) (anexo 1), mostraram que camundongos com GVHD apresentaram maiores
niveis de espécies reativas de oxigénio em 6rgéaos linfoides (baco) e figado. O tratamento
com um nanocomposto denominado fulerol, o qual possui propriedades anti-inflamatoéria e
antioxidante (este nanocomposto funciona como uma “esponja” de ROS), foi eficaz em
diminuir os niveis de ROS, além de reduzir outros parametros inflamatérios em 6rgaos-alvo:
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, acimulo de leucdcitos e menor adeséo celular. A
partir destes dados e com o objetivo de explorar o papel de ROS na patogénese da GVHD, o

presente trabalho foi desenvolvido.
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3) OBJETIVOS

3.1) Objetivo Geral

O objetivo principal deste estudo é compreender o papel das espécies reativas de
oxigénio no desenvolvimento da resposta inflamatéria associada a GVHD induzida em

camundongos.

3.2) Objetivos especificos:

- Avaliar a producédo de ROS em érgéos alvos da GVHD;

- Investigar se ROS interferem na patogénese da doenca;

- Estudar o papel de ROS no desenvolvimento e evolucdo de aspectos clinicos e na

sobrevida de camundongos submetidos a GVHD;

- Avaliar se as espécies reativas de oxigénio podem modificar a resposta do enxerto-versus-

tumor
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4) MATERIAL E METODOS:

4.1) Animais

Utilizou-se camundongos com 8 a 12 semanas de vida, isogénicos das racas
C57BL/6J e (C57BL/6J x DBA/2) F1, abreviado B6D2F1, machos, provenientes do Centro de
Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Os animais foram
acondicionados em ambiente com temperatura controlada e acesso livre a agua e comida.
Todos o0s procedimentos experimentais realizados na execucdo deste estudo foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA-UFMG)
através do protocolo: 191/2012. Ressalta-se que no final dos procedimentos experimentais,
0s camundongos restantes (que nao morreram em decorréncia da GVHD) também foram
sacrificados com uma overdose de anestésico (mistura de 37,5 mg/ml ketamina de 2.5 mg/ml
xilazina, 2.5 mg/ml). Em todos os ensaios foram feitos esfor¢cos para minimizar o sofrimento

dos camundongos.

4.2) Inducédo da doenca do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) aguda

- Irradiacgéo total

Os camundongos receptores, B6D2F1, foram irradiados com 9Gy de radiacdo gama,
fonte de CO® utilizando irradiador Gammacell - 220, no Centro de Desenvolvimento de
Tecnologia Nuclear (CDTN) da UFMG. Esta irradiacéo foi realizada em duas doses (4,5 Gy
cada) com um intervalo duas horas entre elas. No mesmo dia da irradiacdo os camundongos
receberam 3 x 107 esplendcitos e 1x107 células da medula femoral de doadores parentais,
C57BL/6J-WT, intravenosamente (i.v). O grupo controle do transplante foi realizado
utilizando-se camundongos B6D2F1 que receberam células de camundongos também
B6D2F1, portanto ndo desenvolveram a GVHD (transplante singénico), conforme figura 3.
Todos o0s grupos experimentais receberam tratamento com antibiotico (ATB) ciprofloxacino
diluido em agua filtrada (70mg de ATB por litro de agua filtrada ofertada na mamadeira dos

camundongos). A 4gua com o antibiético foi trocada a cada 2 dias por 15 dias apés a

26



irradiacéo para evitar doencas secundarias a imunossupressao gerada pela ablacao total da

medula.

- Preparacéo das células para o transplante

Para a realizacdo do transplante uma suspensao de células foi preparada a partir de
um “pool” de células do bago e da medula 6ssea. Os bacos dos camundongos doadores
foram retirados e desmanchados em uma placa de Petri com um auxilio de uma peneira de
Nillon em 5 mL de meio cultura RPMI incompleto gelado. Para retirada das células da medula
femoral, ambos os fémures de cada camundongo foram retirados e suas extremidades
cortadas com lamina de bisturi, possibilitando a inser¢do de uma agulha 13 x 0,38 mm para
lavagem da medula com 3 ml de meio RPMI incompleto gelado. Os liquidos recolhidos de
cada lavado contendo as células obtidas do baco e medula foram colocados separadamente
em um tubo Falcon e centrifugados a 1200 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacéo, cada
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de meio RPMI incompleto
para a contagem do nimero de células em camara de Neubauer. Um total de 3 x 10’
esplendcitos + 1 x 107 células da medula femoral foram injetadas intravenosamente (i.v) nos
camundongos receptores. A injecdo de células de camundongos parentais C57BL/6J em
camundongos B6D2F1 leva ao desencadeamento de uma reagdo GVHD aguda (CASTOR e
cols., 2010, 2011, REZENDE e cols., 2013).

4.3) Tratamento utilizado

Para estudar o papel das espécies reativas de oxigénio na GVHD, a formacéo e
ativacdo do complexo NADPH oxidase foi inibido pelo tratamento com apocinina. Os
camundongos B6D2F1 que receberam células de C57BL/6J (C57BL/6J para B6D2F1), ou
seja, nos quais foi induzida a GVHD, foram divididos e nomeados em dois grupos: grupo
GVHD ou veiculo (animais doentes e ndo tratados com apocinina), grupo APO ou GVHD +
APO (animais doentes e tratados com apocinina na dose de 3 mg/kg). Os tratamentos foram
realizados por via intraperitoneal (100 pL/animal) 30 minutos antes do transplante e, apos o
transplante de 24 em 24 horas até o final do experimento. A apocinina foi dissolvida em PBS
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estéril contendo 5% de etanol. Animais do grupo GVHD receberam injecao intraperitoneal de
PBS contendo 5% de etanol. Animais B6D2F1 que receberam células B6D2F1, ou seja,

resultantes do transplante singénico (que n&o desenvolvem a GVHD) nao receberam
nenhum tipo de tratamento.
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FIGURA 3 — INDUGCAO DA GVHD: NO MESMO DIA DA IRRADIAGAO (MODELO DE IRRADIACAO TOTAL: 9GY), OS
CAMUNDONGOS B6D2F1 RECEBERAM TRANSPLANTE DE 3 X 107 ESPLENOCITOS E 1 X 107 CELULAS PROVENIENTES DA

MEDULA OSSEA FEMORAL ORIUNDAS DOS DOADORES PARENTAIS, C57BL/6J. O TRANSPLANTE ENTRE CAMUNDONGOS
B6D2F1 PARA B6D2F1 NAO RESULTA EM GVHD E FOI DEFINIDO COMO GRUPO CONTROLE.

4.4) Andlise de estresse oxidativo:

O estresse oxidativo foi avaliado através da analise dos niveis de ROS, da
peroxidacéo lipidica (formacdo de substancias que reagem ao &cido tiobarbitirico/TBARS) e

da expresséo da SOD (superoéxido dismutase), conforme metodologia descrita abaixo:
- Avaliacao da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) na GVHD

A producdo de ROS foi analisada por fluorescéncia, no inicio dos sinais
(aproximadamente seis dias ap0s o transplante) e da mortalidade (treze dias apds o

transplante), nos seguintes 6rgaos: medula 6ssea, baco, figado e intestino de animais dos
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grupos controle, veiculo e tratados com apocinina. Esta producao foi mensurada com auxilio
da sonda 2°-7" diclorodihidrofluoesceina diacetato (DCF-DA), que € permeéavel & 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 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 puM), por 30 minutos,
em estufa a 30°C. Esta etapa do experimento foi realizada ao abrigo da luz, pois 0 marcador
utilizado é fotossensivel. A leitura da fluorescéncia foi realizada em espectrofotdmetro de
fluorescéncia (Synergy 2, BIOTEK) com comprimentos de onda de excitagdo e emisséo de
480 e 530 nm, respectivamente.

- Analise da peroxidacdo lipidica:

Um dos métodos para quantificacdo dos produtos da peroxidacéo lipidica € o de
analise da formacdo de substancias que reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS). Tal
método consiste na andalise dos produtos finais da peroxidacéao lipidica (peroxidos lipidicos,
malonaldeidos (MDA) e demais aldeidos de baixo peso molecular) que, ao reagir com o
acido 2-tiobarbiturico (TBA), formam bases de Schiff. Tais complexos séo coloridos e sua
concentracdo pode ser determinada e por meio de uma curva-padrao de tetraetoxipropano
lida em espectrofotometro (532nm e 600 nm); os resultados sdo expressos em nmol/mL de
plasma. Desta maneira, 6rgdos alvo da GVHD (figado e inestino) foram coletados no inicio

dos sinais e da mortalidade para analise da peroxidacao lipidica.

- Andlise das enzimas antioxidante: superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) por

western blot

As amostras de intestino e figado foram purificadas e submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida e coradas com comassie blue. As amostras dos geéis foram ent&o
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e bloqueada por 30 minutos com leite em

p6 desnatado diluido (3%) em PBS. Em seguida a membrana foi incubada com anticorpos
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primarios especificos diluidos em uma solucdo a 3% de Albumina Bovina (BSA) em PBS
0,03% Tween-20 e 0,05% de triton-100 por 1 hora ou overnight. Apds este periodo, foram
realizadas sucessivas lavagens em PBS 0,03% de Tween-20 e incubado com anticorpo
secundario por mais uma hora. Lavagens em PBS 0,03% de Tween-20 foram realizadas e
entdo a membrana foi revelada com quimioluminescente ECL™ (Amersham Pharmacia

Biotech) e autor radiografada.

4.5) Anélise histopatoldgica

- Confeccao de laminas histolégicas

Porc¢des do intestino delgado (jejuno e ileo) e figado foram retiradas dos camundongos
dos grupos estudados nos periodos correspondentes ao inicio do desenvolvimento dos sinais
clinicos e da mortalidade. Os intestinos foram retirados inteiros, lavados com PBS1x. As
por¢cdes do jejuno e ileo foram separadas e preparadas em forma de rocamboles utilizando
palitos de madeira (Figura 4), conforme descrito em ARANTES; NOGUEIRA (1997). Os
rocamboles foram armazenados em formol tamponado (10% em PBS) por 24 horas e, em
seguida, em alcool (70%) até o seu processamento. Durante o seu processamento os tecidos
sofreram desidratacdo, realizada através de passagens subsequientes em etanol em
diferentes concentracdes (80%, 90%, absoluto I, 1l e lll — 30 minutos cada); difanizagdo com
xilol (I e 11-20 minutos cada) e embebidos em parafina liquida (Paraplast Sigma) | e Il — 30
minutos cada. Os tecidos foram incluidos em formas contendo parafina liquida,
permanecendo ali 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 | e 1l — 20 minutos e alcool absoluto I, 1l e Ill, 90%,80%, 70% - 2
minutos em cada) e coradas com hematoxilina de Harris (20 segundos) e eosina (50
segundos), (H&E). Em seguida, as laminas foram desidratadas e montadas com laminulas e
balsamo do Canada sintético. O figado foi retirado armazenado em formol tamponado (10%

em PBS) e laminas histologicas foram confeccionadas, conforme acima descrito.
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FIGURA 4. PREPARAGAO DOS INTESTINOS PARA CONFECCAQ DE LAMINAS HISTOLOGICAS EM FORMA DE ROCAMBOLE. (A)
OS INTESTINOS FORAM GENTILMENTE ENROLADOS COM A AJUDA DE UM PALITO DE MADEIRA COMEGANDO O ROLO PELA
SUA PORGAO INICIAL. (B) INTESTINO EM FORMA DE ROLO APOS IMERSAO EM FORMOL. (C) VISAO SUPERIOR DO INTESTINO
EM FORMA DE ROLO EM AUMENTO MAIOR. (D) CORTE EM MICROTOMO DO INTESTINO (FONTE: ARANTES; NOGUEIRA,
1997).

- Quantificacdo dos parametros histopatolégicos ocasionada pela GVHD

As camadas do epitélio, da lamina prépria, da muscular e da serosa da por¢ao jejuno-
ileo dos intestinos e o figado foram analisados ao microscopio 6ptico Olympus BX51
(Olympus, Téquio, Japdo) utilizando-se objetivas de 10x e 20x. 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 (HILL e
cols., 1997; COLSON e cols., 2004). Atribuiu-se um valor numeérico as alteracdes observadas

nas trés camadas dos intestinos de acordo com o0s critérios abaixo:

Epitélio:

0 = sem alteracdes;

1 = alteracdes reacionais discretas;

2 = alteracOes associadas com erosédo ou perda da arquitetura da regiao das criptas ou da
superficie do epitélio;

3 = alteracdes proliferativas nucleares e hiperplasia do epitélio das criptas ou epitélio de

superficie, com ou sem evidéncias de ulceracéo e perda das células caliciformes.
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Lamina Prépria:

0 = aspecto normal,

1 = discreto aumento de mononucleares na lamina propria;

2 = discreto a moderado aumento de células inflamatodrias, edema e congestao;

3 = celularidade aumentada com alargamento das vilosidades, edema e congestéao.

Muscular e Serosa:

0 = sem alteracdes;

1 = discreto infiltrado e edema da serosa,;

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

3 = sinais de necrose isquémica e intensas altera¢gfes inflamatérias da muscular e da serosa.

Utilizando estes critérios somados, a porcdo do intestino que obteve pontuacédo de 0 a 3,
apresentava-se normal, ou com altera¢cOes discretas, 4 a 6 alteracdes moderadas e 7 a 9
alteracbes acentuadas. Exemplo: epitélio (3) + lamina propria (3) + muscular e serosa (3) =
pontuacdo final: 9 — alteracdes acentuadas nas trés estruturas (Figura 5). Foram examinados

no minimo trés animais por grupo, trabalhando-se com a média obtida por grupo.

No figado, atribuiu-se um valor numérico as alteracdes degenerativas do parénquima

de acordo com os critérios abaixo:

0 = normal,

1= discreto vacuolizacdo citoplasmatica e eosinofilia focal,

2 = difusa vacuolizacao, alteracdo da forma do hepatdécito, alteracbes nucleares acentuadas;
3= necrose e vacuolizacado difusa, alteracdo da forma do hepatdécito e alteracdes nucleares.

Também foi avaliado o infiltrado inflamatério 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 graduagcdo gerada pela soma dos 2 critérios acima que

poderia chegar a um indice méximo de 6 pontos (Figura 6).
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FIGURA 5. REPRESENTACAO DOS CRITERIOS AVALIADOS PELA ANALISE HISTOPATOLOGICA DO INTESTINO.

A ESQUERDA UMA FOTO DE UM INTESTINO AVALIADO COM GRADUACAO HISTOPATOLOGICA MINIMA. A DIREITA UM
INTESTINO AVALIADO COM GRADUACAO MAXIMA APRESENTANDO HIPERPLASIA DO EPITELIO DAS CRIPTAS COM EROSOES E
ULCERACOES DIFUSAS, CELULARIDADE AUMENTADA DA LAMINA PROPRIA QUE SE CONFUNDE A CAMADA SUBMUCOSA
DEVIDO A DESTRUICAO DAS VILOSIDADES, EDEMA E CONGESTAO. AS CAMADAS MUSCULAR E SEROSA APRESENTAM SINAIS
DE NECROSE E INTENSAS ALTERACOES INFLAMATORIAS. BARRA DE ESCALA 50 UM.

Figura 6 — Representacéo dos critérios avaliados pela anélise histopatolégica do figado. A esquerda em
cima uma foto de um figado de um animal sem nenhuma alteracao histopatolégica. A direita, em
cima, presenca de congestdo vascular com infiltrado acentuado nos vasos da area periportal e veia
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centro lobular que invade o parénquima hepatico. A esquerda em baixo um figado com sinais necrose
hepatocitaria alteracdo da forma do hepatdcito e alargamento dos sinuséides. Barra de escala =
50uM

4.6) Quantificacado de citocinas e quimiocinas

O figado e intestino foram retirados no periodo correspondente ao inicio da
mortalidade dos camundongos com GVHD, aproximadamente 13 dias ap0s o transplante.
Os niveis de citocinas e quimiocinas foram medidos em homogenatos deste 6rgéo utilizando
kit de Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (E.L.I.S.A.). Cem miligramas do figado (Gmido)
dos animais dos grupos estudados foram homogeneizados com PBS contendo antiproteases
(0,2 mM PMSF, 0,1 nM benzetonio cloridrico, 10 mM EDTA e 20 Kl 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 diluicdo de 1:3. O ensaio
E.L.LS.A. foi realizado mediante instrucdo do fabricante (R&D System) e lido em

espectrofotometro em um comprimento de onda de 492nm.

4.7) Andlise do acumulo de macrofagos no tecido hepético e intestinal

Para avaliar o acimulo de macréfagos em 6rgaos alvos da GVHD, foi utilizado o
meétodo de quantificacdo da atividade da n-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG). Uma porcao de
100 mg do figado e de intestino foi ressuspendida em solucéo 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 diluicdo de 1:3.

A reacéo foi iniciada ap6s a adicdo de 100 uL do sobrenadante recolhido apés
centrifugagéo e pela adicao de 100 uL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminidina (Sigma),
diluido em tampéo citrato/fosfato (acido citrico 0,1M; Na:HPOs 0,1 M; pH 4,5) na
concentracao final de 2,24mM. A reacdo se processou a 37°C por 10 minutos, em placas de
96 pocos. O término da reacgédo foi dado pela adicdo de 100 uL de tampéo 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 numero de macréfagos foi calculado a partir de uma curva padrao 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

34



resultados foram expressos em numero relativo de macrofagos por miligrama (mg) de tecido
umido. A unidade obtida por este procedimento € expressa como “numero relativo de

macrofagos”/100mg de tecido.

4.8) Anélise do recrutamento celular através de microscopia intravital

Para a andlise através de microscopia intravital os camundongos foram anestesiados
com uma injecdo intraperitoneal de uma mistura de xilazina e cetamina (essa mistura nao
causa alteragcdes hemodinamicas que poderiam interferir nos processos de recrutamento de
leucécitos). O camundongo anestesiado foi, entdo, colocado em uma placa térmica mantida
a 37°C, importante para manter a temperatura corporea do animal estavel. Uma inciséo foi
feita na parede abdominal expondo cuidadosamente o mesentério e as alcas intestinais.
Estes foram abertos sobre uma superficie transparente permitindo a passagem de luz. Um
microscoépio intravital (Nikon C-SRS H550L; Japan) com uma lente objetiva de 20X foi
utilizado para examinar os microvasos intestinais e mesentéricos. Uma camera digital (Nikon
DSQIMC, Japan) acoplada ao microscoépio foi usada para projetar imagens a um monitor de
computador. Essas imagens foram gravadas para posterior analise usando o programa
Imaging software (NIS ELEMENTS-NIKON).

O numero de leucécitos rolando e aderentes foi determinado apos andlise das
imagens gravadas. O numero de células rolando foi determinado pela contagem de células
passando por um determinado ponto marcado no vaso por minuto. Um leucdcito foi
considerado aderente quando permanecia parado por pelo menos 30 segundos, € 0 niUmero
de leucdcitos aderentes foi quantificado contando o niumero de células aderentes dentro de

um comprimento de 100 ym de vaso.

4.9) Analise do perfil celular por citometria de fluxo:

Para caracterizar o perfil celular em 6rgéos linféides (bagco, medula 6ssea, figado e
intestino) de camundongos dos diferentes grupos experimentais, utilizamos a técnica de
citometria de fluxo (aparelho Becton Dickenson FACScan). As células foram plagueadas
(em placa de fundo em “U”, 96 wells aproximadamente 1 x 108 células/well). Os anticorpos

para marcacao de superficie e os controles negativos (isotipos IgG1l e IgG2a), diluidos na
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solucdo de diluicdo de anticorpos, foram adicionados nas concentracbes previamente
padronizadas, na quantidade de 20 pl/poco ou tubo tipo eppendorf e incubados por 30
minutos, 4°C sobre abrigo da luz. Em seguida adicionou-se 150 pl/poco de “tampéo
recomendado pelo fabricante do anticorpo”) gelado e as células foram centrifugadas e
posteriormente fixadas em formaldeido 4% e incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente. Para marcacao intracelular adicionou-se 150 pl/pogco de tampédo de
permeabilizacdo (BD: Becton Dickinson and Company, EUA) por 30 minutos a 37°C (em
estufa) ao abrigo de luz. Em seguida centrifugou-se e adicionou-se 0s anticorpos para
marcacao intracelular dissolvidos na solucdo de diluicdo de anticorpos em concentracfes
previamente padronizadas, na quantidade 20 pl/poco. Em seguida adicionou-se 150 pl/pogo
de tampédo gelado e as células foram centrifugadas, fixadas em formaldeido 4% para

posterior leitura no aparelho.

4.10)Avaliacdo dos parametros clinicos e da sobrevivéncia

Apos o transplante de esplendcitos e células provenientes da medula éssea, houve
acompanhamento da sobrevivéncia e dos parametros clinicos da GVHD, a cada dois dias,
através de uma escala clinica, com pontuacédo de 0 a 14 (tabela 1). Esta escala foi criada a
partir de uma adaptacdo de dados obtidos na literatura (COLSON e cols., 2004; CASTOR e
cols., 2010, 2011, 2012; REZENDE e cols., 2013) e avaliou a variacdo do peso corporal; o
aspecto do pélo dos camundongos; a descamacéo da pele, verificada na cauda, na regido
anal, no pavilh&o 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. Foi pontuado com zero o animal que néo teve perda de peso corporal;
0,5 quando a perda foi de até 10% do peso corporal inicial; 1,0 quando a perda de peso foi
entre 10 a 25%; 1,5 quando a perda de peso foi entre 25% a 50% em relacdo ao peso inicial
e 2,0 quando a perda de peso corporal foi acima de 50%. A postura foi graduada de acordo
com o grau de inclinagdo ou flexdo do tronco. O animal ganhou zero quando nao tinha
nenhuma inclinagdo aparente; 0,5 para uma leve inclinagcdo; 1,0 para uma inclinagao
moderada e 2,0 quando a inclinacdo se agravou, levando o camundongo a assumir uma

flexdo de tronco proxima do total com aproximacdo das patas dianteiras as traseiras. A
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atividade foi pontuada com zero quando néo tinha alteragfes, 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 diarréia em zero
(fezes sem alteracdes), 1,0 (fezes pastosas) e 2,0 (fezes liquidas) e quanto a presenca ou
nao de sangue: O (auséncia), 1,0 (moderada quantidade de sangue) e 2,0 (grande
qguantidade de 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 inclinagcdo aparente/ 0,5: inclinacéo leve/ 1,0:
inclinacdo moderada/ 2,0: inclinacao 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 leséo

pele

Sangue oculto 0: auséncia / 1,0: moderada quantidade de sangue/ 2,0:
nas fezes grande guantidade de sangue

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

Total 14 pontos

TABELA 1 — ESCALA CLINICA. ADAPTADA A PARTIR DE DADOS FORNECIDOS PELA LITERATURA PARA A VERIFICAGAO DOS
PARAMETROS CLINICOS DESENCADEADOS PELA REAGAO INFLAMATORIA GERADA PELA GVHD (COLSON E coLs., 2004;
CASTOR E coLs., 2010, 2011, 2012; REZENDE E coLsS., 2013, BERNARDES E COLS., 2015).

37



4.11)Avaliacéo daresposta do enxerto contra o tumor (graft versus tumor ou GVT)

Uma linhagem celular de mastocitoma murino, P815 (H-2d, American Type Culture
Collection, Rockville, MD), transduzida com um vetor (EF1 GFP) foi gentilmente cedida por A.
C. Leal e M. Bonamino (Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro, Brasil) e mantidas em
RPMI/10% FCS a 37°C, em 5% CO2. GVHD foi induzida utilizando o mesmo protocolo
descrito no item 4.4. Apés a inducdo da doenca, no dia O pos-transplante, dez mil células
P815 GFP* foram injetadas intravenosamente nos camundongos B6D2F1. Os camundongos
submetidos a doenca do enxerto-versus-hospedeiro e ao transplante de células tumorais,

foram monitorados a cada dois dias para a sobrevivéncia.

4.12)Analise estatistica

Os resultados sdo mostrados como média e erro padrdo da média (x SEM). A
comparacao entre os 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) Participacdo das espécies reativas de oxigénio na GVHD

Para compreender o papel das espécies reativas de oxigénio na GVHD mensuramos
0s niveis destas moléculas em o6rgaos alvo (figado e intestino) e linfoides (baco e medula
O0ssea) de camundongos submetidos a doenca, em dois periodos distintos: inicio do
desenvolvimento dos sinais clinicos e inicio da mortalidade, periodos que correspondem a
aproximadamente 6 e 13 dias ap0s o transplante, respectivamente. Observou-se que
camundongos do grupo GVHD (veiculo) apresentaram niveis significativamente aumentados
de ROS na medula 6ssea e baco no inicio do desenvolvimento dos sinais clinicos (Figura 7A
e 7B). No inicio da mortalidade, verificou-se um aumento de ROS no baco e figado de
camundongos submetidos a doenca (Figura 7E e 7F) quando comparados ao grupo controle.
O blogueio farmacolégico da atividade do complexo NADPH oxidase, através do tratamento
com apocinina em camundongos com GVHD levou a uma diminuicdo de ROS na medula
0ssea (no inicio dos sinais), baco (nas duas fases da doenca) e figado (no inicio da
mortalidade) (Figura 7A, B, E e F). Ressalta-se que quando mensurados os niveis de ROS
no intestino destes camundongos nos periodos citados, ndo foram observadas diferencas
entre os 3 grupos analisados (controle, veiculo e APO) (dados ndo mostrados). Devido a
importancia deste 6rgdo na GVHD e diante dos demais resultados obtidos repetiremos este

experimento.
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Figura 7 — Aumento de espécies reativas de oxigénio em drgaos alvo de camundongos submetidos a GVHD.

A GVHD foi induzida pela transferéncia de 3x107 esplendcitos e de 1x107 células de células medula
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O0ssea de camundongos doadores semialogénicos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1
irradiados com dose de 9 Gy. Camundongos que receberam esplendcitos + células medulares de
camundongos singénicos (B6D2F1 para B6D2F1) ndo desenvolveram a doenga e constituiram o
grupo controle. Os camundongos submetidos a GVHD foram divididos em 2 grupos: veiculo e APO
(GVHD tratados com apocinina (3mg/Kg/dia), por via intraperitoneal (i.p), iniciado 30 minutos antes do
trasplante e realizado até o final do experimento. Os camundongos dos trés grupos foram sacrificados
no inicio dos sinais clinicos (6 dias apos o transplante) (A-C) e no inicio da mortalidade (13 dias apés
o transplante) (D-F) para mensuragdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) em 6rgéos
alvo e linfoides por fluorescéncia. Medula éssea (A e D), baco (B e E), figado (C e F). Os resultados
sdo apresentados como média + SEM (n = 6). *p<0.05 comparado ao controle e #p<0.05 comparado
ao GVHD.

Sabe-se que o aumento de ROS pode estar associado ao estresse oxidativo
caracterizado por alteracdo na permeabilidade e destruicdo da membrana celular, processo
denominado peroxidacao lipidica (FREITAS e cols., 2010, ZHANG e cols., 2011; GOMES;
SILVA; OLIVEIRA, 2012; CAMPS; GARCIA-HEREDIA, 2014). Considerando que
camundongos com GVHD apresentaram aumento de ROS (figura 7), o préximo objetivo
deste estudo foi verificar se este aumento estaria associado a peroxidacéo lipidica. Para isto,
realizamos um ensaio enzimatico para substancias reativas do acido tiobarbitlrico (TBARS)
no figado e intestino (Jejuno-ileo) dos camundongos com GVHD, nos diferentes tempos apos
o transplante. Embora, no inicio dos sinais da GVHD nao observou-se diferencas entre os
grupos (figura 8 A-B), quando analisado o periodo da mortalidade verificou-se um aumento
nos niveis de TBARS nos dois érgaos analisados em camundongos submetidos a GVHD
guando comparado a camundongos submetidos ao transplante de células singénicas (grupo
controle). O tratamento com apocinina inibiu a peroxidacéo lipidica observada nos animais

gue desenvolveram a doenga (figura 8 C-D).
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FIGURA 8 — PEROXIDACAO LIPIDICA NO FIGADO E NO INTESTINO DE CAMUNDONGOS coM GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA
PELA TRANSFERENCIA DE 3x107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DE CELULAS MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS
DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1 IRRADIADOS COM DOSE DE 9 Gv.
CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1
PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE. OS CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD TRATADOS COM APOCININA
(3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (1.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO ATE O FINAL
DO EXPERIMENTO. OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INIiCIO DOS SINAIS CLINICOS (6 DIAS
APOS O TRANSPLANTE) (A E B) E INICIO DA MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) (C E D) PARA ANALISE DA
PEROXIDACAO LIPIDICA ATRAVES DA MENSURAGAO DOS NIVEIS DO ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS) NO FiGaDO (AEC) E
INTESTINO (B E D). OS RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM (N = 6). *P<0.05 COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE E #P<0.05 COMPARADO AO GRUPO GVHD.

Diante da importancia de enzimas antioxidantes na inibicdo do estresse oxidativo,
analisamos por western blotting, a expressao da enzima superoxido dismutase (SOD1 e

SOD2) e catalase no figado e intestino, no inicio da mortalidade da doenca e nao foi
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observada alteracdo na expresséo destas enzimas entre os 3 grupos analisasdos (dados néo

mostrados).

Uma vez que camundongos com GVHD apresentaram aumento de ROS (figura 7) e
da peroxidacao lipidica (figura 8) em Orgédos alvo e sabendo que a preservacao destes &
essencial para o controle da doenca, os proximos experimentos foram realizados no figado e
intestino de camundongos submetidos a GVHD. Para melhor elucidar os resultados dos

Nossos experimentos, iremos aborda-los separadamente.

5.2) Efeitos do aumento de ROS e da peroxidacdao lipidica na resposta inflamatoria

desencadeada no figado de camundongos submetidos a GVHD

Para confirmar a hipétese de que as ROS poderiam contribuir para os mecanismos de
desencadeamento e/ou manutencdo da resposta inflamatéria na GVHD, o figado de
camundongos submetidos a doenca foram coletados para analises histopatologicas, acumulo

de células inflamatdrias, fenotipagem celular e niveis de citocinas e quimiocinas.

Seccdes de figado foram processadas para analise histopatologica apés o transplante.
Quando avaliado a sua histopatologia no inicio dos sinais (6 dias apds o transplante)
verificou-se que todos 0s grupos apresentaram alteracdes morfolégicas, caracterizadas
principalmente por moderado infiltrado inflamatorio. O grupo tratado com apocinina néo
apresentou modificacdo nessas alteracdes (dados ndo mostrados). Em contapartida, na fase
de inicio da mortalidade (13 dias ap0s o transplante), camundongos do grupo GVHD sem
tratamento (veiculo) apresentaram alteracdes histolégicas no figado, caracterizada por
acentuada lesdo hepética distribuida ao longo de todo o parénquima do 6érgdo associada a
um intenso infiltrado inflamatorio e necrose de hepatocitos (figura 9 B e D). O tratamento com
apocinina preservou a histologia do tecido hepatico com diminui¢édo significativa do acumulo
de células inflamatérias e de areas edemaciadas e de necrose (figura 9 C e D). As setas da
figura B representam areas de necrose e infiltrado inflamatério no figado de camundongos

submetidos a GVHD que ndo foram tratados com apocinina.
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FIGURA 9 — TRATAMENTO COM APOCININA REDUZIU A GRADUACAO HISTOPATOLOGICA HEPATICA EM CAMUNDONGOS
coM GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DA MEDULA
OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1, IRRADIADOS
COM DOSE LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS
SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE (A). Os
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS: VEICULO (B) E APO (C) (GVHD TRATADOS COM
APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO
ATE O FINAL DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA
MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO FIGADO FORAM COLETADAS E PROCESSADAS PARA
ANALISES HISTOPATOLOGICAS. AS SETAS DA FIGURA B REPRESENTAM AREAS DE NECROSE E INFILTRADO INFLAMATORIO
NO FIGADO DE CAMUNDONGOS DO GRUPO VEICULO. REPRESENTAGCAO GRAFICA DA ANALISE HISTOPATOLOGICA DO
FIGADO (D). BARRA DE ESCALA 50 UM. OS RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA = SEM (N = 4). *P<0.05
COMPARADO AO CONTROLE E #P<0.05 COMPARADO AO GVHD.

Uma vez que a menor lesao hepatica observada em camundongos com GVHD
tratados com apocinina esteve associada a um menor infiltrado inflamatorio, nosso préximo
passo foi avaliar o perfil celular no figado destes camundongos. Para isto, utilizou-se a
técnica de citometria de fluxo para avaliar a proporcdo de linfocitos TCD4* e TCD8*, 13 dias
apos o transplante (inicio da mortalidade dos camundongos com GVHD). Nossos resultados
mostraram que a inibicdo do complexo NADPH-oxidase através da apocinina reduziu o
infiltrado de células TCD4* quando comparados ao grupo nao tratado (figura 10 A e C). A
porcentagem de TCD8* analisada no figado de camundongos com GVHD ndo mostrou
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diferenca mesmo com o tratamento (Figura 10 B-C). Devido a grande variacdo entre os
resultados verificados dentro do grupo veiculo, iremos repetir este experimento. Além disto,

avaliamos a proporcéo de linfocitos B e células T NK+ e ndo houve diferenga entre os grupos
(dados nédo mostrados).

A) 5- B) 4-
* *
...v 4- | +w 3-
o (a]
Oz 3 S
= Qo 24
S8 2 x# 93
25 X 85 ==
R 3" 14
< N
3 14 o
0 L] T T 0 L) 1 L]
controle veiculo apo controle veiculo  apo
GVHD GVHD
C) 909 @ |
] :
! 10
< 004 g o S P 8
? @ ow 2
) 4004 40 O_
{ o ‘;"\'\ 10’ ®
2001 ,;’é
| Mo 1 >
0+ Y T T ™Y Laee 3 v
0 200 40 60 W 1000 1w’ 104 0 10" 107 10’ o
FSC-A CD8
| 1000 0
{
3 800
<
1 - o
00 { < o0 o
< w0 i S 60 %
O | 2 —_
B wx | 0 (9]
{ <
| T
00 - =)
Y T 0 — | o .. >
0 200 40 0 800 1000 0 0 100 10’ 10 10° 10" 107 N ot
FSC-A CD3 CD8
1000 < 000 )
o = w0’ %
< 04 < o0 3 -4 2
(_‘) 8 O w4 T
B 100 92 o
] +
1 -3'
2004 1 ‘§
04 . e — g . .
) » 1000 10’ : 10! 10 P o
CD8

FIGURA 10. ACUMULO DE CELULAS TCD4*E TCD8* NO FIGADO DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD. A GVHD FolI
INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DA MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS
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DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1, IRRADIADOS COM DOSE LETAL DE 9GY.
CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1
PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE. OS CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD TRATADOS COM APOCININA
(3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (1.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO ATE O FINAL
DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA MORTALIDADE (13 DIAS
APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO FIGADO FORAM COLETADAS PARA ANALISE DO PERFIL DE CELULAS CD4+ (A) E
CD8+ (B). EM C GRAFICOS DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS DO EXPERIMENTO DE CITOMETRIA DE FLUXO REALIZADO.
RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA = SEM. *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE (N=5) E #P<0.05
COMPARADO AO GVHD (N=5).

Sabendo que os macréfagos participam na patogénese da GVHD através de sua
funcdo fagocitaria, da apresentacdo de antigenos para linfoécitos T e da expressao de
receptores para citocinas proé-inflamatérias (FIEREN, 2012), o presente estudo avaliou por
citometria de fluxo e ensaio enzimatico pela andlise da atividade da n-acetil-B-D-
glicosaminidase -NAG o acumulo destas células no figado, 13 dias apds o transplante. Foi
verificado pelos dois métodos, um maior acimulo de macrofagos no figado de camundongos
com GVHD (figura 11) quando comparado ao grupo controle. O tratamento com apocinina foi
eficaz em diminuir este acimulo quando comparado ao grupo veiculo (figura 11). Ressalta-se
gue a quantificacdo indireta de macrofagos (NAG) também foi analisada na fase de inicio dos
sinais clinicos e ndo houve diferencas significativas entre os grupos GVHD sem ou com

tratamento (dados ndo mostrados).
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FIGURA 11. TRATAMENTO COM APOCININA LEVOU A MENOR ACUMULO DE MACROFAGOS NO FIGADO DE CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DA
MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1,
IRRADIADOS COM DOSE LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE
CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGCA E CONSTITUIRAM O GRUPO
CONTROLE. OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD
TRATADOS COM APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (1.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE
E REALIZADO ATE O FINAL DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA
MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO FIGADO FORAM COLETADAS PARA ANALISE DO ACUMULO
DE MACROFAGOS ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO (A) E DA QUANTIFICAGAO INDIRETA DE MACROFAGOS PELA
ATIVIDADE DA N-ACETIL-B-D-GLICOSAMINIDASE (NAG) (B). EM C GRAFICOS DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS DO
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EXPERIMENTO DE CITOMETRIA DE FLUXO REALIZADO. RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM. *P<0.05
COMPARADO AO CONTROLE (N=5) E #P<0.05 COMPARADO AO GVHD (N=5).

O acumulo de neutréfilos no figado de camundongos com GVHD também foi
analisado por citometria de fluxo e pela quantificacdo indireta através da andlise da atividade
enzimética da mieloperoxidase (MPO), no inicio da mortalidade. Embora exista um aumento
no acumulo de neutréfilos nos animais submetidos a GVHD, ndo houve diferenca entre os
animais dos grupos com GVHD tratados e nao tratados com apocinina (figura 12 A-C). A
andlise de MPO também foi realizada no inicio dos sinais em camundongos com GVHD e
nao houve diferenca entre os grupos tratados e néo tratados com apocinina (dados néo

mostrados).
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FIGURA 12. TRATAMENTO COM APOCININA NAO INFLUENCIOU O ACUMULO DE NEUTROFILOS NO FIGADO DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE
1x107 CELULAS DA MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA
CAMUNDONGOS B6D2F1, IRRADIADOS COM DOSE LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS +
CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E
CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE. OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS:
VEICULO E APO (GVHD TRATADOS COM APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30
MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO ATE O FINAL DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS
FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO FIGADO FORAM
COLETADAS PARA ANALISE DO ACUMULO DE NEUTROFILOS ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO (A) E DA QUANTIFICAGAO
INDIRETA DE NEUTROFILOS PELA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO). EM C GRAFICOS DOT-PLOTS
REPRESENTATIVOS DO EXPERIMENTO DE CITOMETRIA DE FLUXO REALIZADO. RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO
MEDIA £ SEM. *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE (N=5) E #P<0.05 COMPARADO AO GVHD (N=5).
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Sabendo que o aumento de ROS e do estresse oxidativo na GVHD esta associado a
maior infiltrado celular no figado de camundongos submetidos a doenca, o proximo
experimento foi analisar se existe alguma relagéao entre a producéo de ROS com a producgéo
de quimiocinas e citocinas importantes na patogénese da GVHD. Para isto, foram analisados
os niveis de IFNy, TNFa, IL-17, IL-10, CCL2, CCL3 e CCL5 no figado dos animais
transplantados. Camundongos submetidos & GVHD apresentaram niveis elevados destes
mediadores pro-inflamatorios quando comparados aos camundongos que receberam células
singénicas (sem GVHD) na fase de inicio da mortalidade. Contudo, os camundongos
submetidos a doenca que foram tratados com apocinina apresentaram niveis de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatoérias menores que os dos animais com GVHD e similares aos dos
animais do grupo controle (figura 13). Os niveis de IL-10 ndo foram diferentes entre os 3

grupos analisados (dados ndo mostrados).
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FIGURA 13. TRATAMENTO COM A APOCININA REDUZIU OS NIiVEIS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS NO
FIGADO DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3x107
ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DA MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT
PARA CAMUNDONGOS B6D2F1, IRRADIADOS COM DOSE LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS
+ CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENCA E
CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE. OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS:
VEICULO E APO (GVHD TRATADOS COM APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30
MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO ATE O FINAL DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS
FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS. OS CAMUNDONGOS
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DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO
FIGADO FORAM COLETADAS PARA AVALIAGAO POR ELISA Dos NiVEIS DE TNF-A (A), IFN-T (B), IL-17 (C), CCL2 (D),
CCL3 (E) E CCL5 (F). RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM. *P<0.05 COMPARADO AO GRUPO
CONTROLE (N=5) E # P<0.05 COMPARADO AO GRUPO GVHD (N=6).

5.3) Efeitos do aumento de ROS e da peroxidacgéo lipidica na resposta inflamatoria

desencadeada no intestino de camundongos submetidos a GVHD

Assim como o figado, o intestino € um 6rgéo alvo da GVHD, portanto, os proXimos
experimentos tiveram como objetivo compreender a fungdo das ROS e da peroxidagéo
lipidica na patogenia e resposta inflamatéria induzida neste érgao apés a indugédo da GVHD.

Seccbes de intestino foram processadas para andlise histopatologica no inicio dos
sinais clinicos e da mortalidade. Embora, ndo houvesse diferencas significativas entre os
grupos analisados no inicio dos sinais, observou-se no intestino de camundongos com GVHD
uma celularidade aumentada com alargamento das vilosidades e edema na lamina propria,
maior acumulo de células inflamatérias nas camadas epiteliais, muscular e serosa, com
areas de necrose associada a hiperplasia das criptas e alargamento das vilosidades
intestinais, no inicio da mortalidade. Neste mesmo periodo, 0 grupo tratado com apocinina
mostrou uma menor graduacéao histopatoldgica da doenca, com menor infiltrado inflamatorio
e diminuicdo significativa do processo degenerativo no intestino, quando comparado ao

grupo nao tratado (figura 14).
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FIGURA 14 — TRATAMENTO COM APOCININA REDUZIU GRADUAGAO HISTOPATOLOGICA NO INTESTINO DE CAMUNDONGOS
com GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DA MEDULA
OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1, IRRADIADOS
COM DOSE LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS
SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE (A). Os
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS: VEICULO (B) E APO (C) (GVHD TRATADOS COM
APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO
ATE O FINAL DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INiCIO DA
MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO INTESTINO FORAM COLETADAS E PROCESSADAS PARA
ANALISES HISTOPATOLOGICAS. REPRESENTAGCAO GRAFICA DA ANALISE HISTOPATOLOGICA DO INTESTINO (D). BARRA DE
ESCALA 50 UM. OS RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA = SEM (N = 4). *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE
E #P<0.05 COMPARADO AO GVHD.

Como foi observado um maior acumulo de células inflamatérias no intestino de
camundongos com GVHD o proximo passo foi avaliar se existe alguma alteracdo da
interacéo leucocito-endotélio através da avaliagcdo do rolamento e adeséo de leucocitos nas
vénulas pdés-capilares intestinais por microscopia intravital. Os animais submetidos a GVHD
apresentaram um maior numero de células rolando e aderidas nas vénulas pds-capilares
intestinais. Entretanto, o tratamento com apocinina diminuiu a interacdo do leucdécito com
endotélio justificando um menor acimulo de células inflamatérias observadas nesse 6rgéo
(figura 15).
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FIGURA 15. TRATAMENTO COM APOCININA RESULTOU EM MENOR ROLAMENTO E ADESAO DE LEUCOCITOS NAS VENULAS
INTESTINAIS DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3x107
ESPLENOCITOS E DE 1x107 CELULAS DE CELULAS MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS
C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1 IRRADIADOS COM DOSE DE 9 GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM
ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM
A DOENCA E CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE. OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2
GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD TRATADOS COM APOCININA (BMG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO
30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO ATE O FINAL DO EXPERIMENTO. CAMUNDONGOS FORAM ANESTESIADOS
E VENULAS INTESTINAIS (+ 40 UM) SELECIONADAS PARA A CONTAGEM DO NUMERO DE LEUCOCITOS ROLANDO E
ADERENTES VISUALIZADAS POR MICROSCOPIA INTRAVITAL NO INICIO DA MORTALIDADE DA GVHD (13 DIAS APOS O
TRANSPLANTE). (A) NUMERO DE CELULAS ROLANDO/MINUTO; (B) NUMERO DE CELULAS ADERENTES / 100 UM DE
INTESTINO. RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM. *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE (N=5) E
#P<0.05 COMPARADO A0 GVHD (N=5).

Uma vez que a menor lesdo intestinal observada em camundongos com GVHD
tratados com apocinina esteve associada a um menor infiltrado inflamatério, nosso proximo
passo foi avaliar se o perfil celular deste infiltrado também estava alterado. Para isto
analisamos, primeiramente, a proporcdo de céluls TCD4* e TCD8* no intestino dos animais
dos diferentes grupos. Nao houve diferenca estatistica na proporcdo de células TCD4+
infiltradas no intestino (jejuno-ileo) dos diferentes grupos (figura 16 A). Entretanto, os animais
submetidos & GVHD apresentaram uma maior propor¢do de células TCD8* no intestino e o

tratamento com apocinina diminuiu o acimulo dessas células (figura 16 B).
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FIGURA 16. ACUMULO DE LINFOCITOS T CD4*E T CD8* NO INTESTINO (JEJUNO ILEO) DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A
GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DE CELULAS
MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1
IRRADIADOS COM DOSE DE 9 GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE
CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E CONSTITUIRAM O GRUPO
CONTROLE. OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD
TRATADOS COM APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (1.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE
E REALIZADO ATE O FINAL DO EXPERIMENTO. OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA
MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO INTESTINO FORAM COLETADAS PARA ANALISE DO PERFIL
DE CELULAS CD4+ (A) E CD8+ (B). EM C GRAFICOS DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS DO EXPERIMENTO DE CITOMETRIA
DE FLUXO REALIZADO. RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM. *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE
(N=5) E #P<0.05 COMPARADO AO GVHD (N=5).
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Avaliamos também a proporcéo de linfocitos B, Linfécitos T regulatérios e células NK,
a qual ndo apresentou diferenca entre o grupo com GVHD tratado e ndo tratado com

apocinina (dados nédo mostrados).

O préximo passo foi analisar o acimulo de macrofagos. Nao verificamos diferengas
no acumulo destas células entre os grupos veiculo e controle (figura 17A e C), por citometria,
no inicio da mortalidade. Ressalta-se que pela mesma técnica realizada, foi possivel verificar
gue o tratamento com apocinina diminuiu significativamente o acumulo de macrofago no
intestino. Baseado na importancia destas células na patogenia da GVHD e diante de dados
da literatura este experimento sera realizado novamente. Entretanto, observou-se um
aumento de macrofagos no intestino de camundongos com GVHD em relacdo ao grupo sem
a doenca (controle), quando realizado a técnica de quantificacdo indireta de macrofagos
(NAG), no inicio da mortalidade (figura 16B). O tratamento com apocinina foi eficaz em
diminuir o acimulo destas células em camundongos submetidos ao GVHD (figura 17 B). E
importante salientar que na fase de inicio dos sinais clinicos ndo houve diferenca com

relacdo ao acumulo de macréfagos entre os 3 grupos analisados.
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FIGURA 17. ACUMULO DE MACROFAGOS NO INTESTINO (JEJUNO-ILEO) DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD. A
GVHD FoOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DA MEDULA OSSEA DE
CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1, IRRADIADOS COM DOSE
LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS SINGENICOS
(B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGCA E CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE. OS CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS:. VEICULO E APO (GVHD TRATADOS COM APOCININA
(3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO ATE O FINAL
DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA MORTALIDADE (13 DIAS
APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO INTESTINO FORAM COLETADAS PARA ANALISE DO ACUMULO DE MACROFAGOS
ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO (A) E DA QUANTIFICAGAO INDIRETA DE MACROFAGOS PELA ATIVIDADE DA N-ACETIL-B-
D-GLICOSAMINIDASE (NAG) (B). EM C GRAFICOS DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS DO EXPERIMENTO DE CITOMETRIA DE
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FLUXO REALIZADO. RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM. *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE (N=5) E
#P<0.05 COMPARADO AO GVHD (N=5).

Recentemente um estudo realizado no intestino de camundongos com GVHD
demonstrou a participacdo de neutréfilos na patogénese da doenca. Para verificar se no
nosso modelo experimental estas células teriam algum envolvimento no desenvolvimento da
GVHD, e se a inibicdo na producdo de ROS, através do tratamento com apocinina,
influenciaria no acumulo destas células no intestino de camundongos submetidos a doenca,
analisamos o acumulo de neutrofilos, através de citometria de fluxo e da quantificacdo
indireta de neutréfilos pela andlise da atividade da mieloperoxidase (MPO). Quando
analisamos o0 acumulo de neutrofilos no intestino de camundongos com GVHD no nosso
modelo experimental, ndo foram encontradas diferencas entre os animais tratados com ou

nao com apocinina (figura 18 A-C).
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FIGURA 18. ACUMULO DE NEUTROFILOS NO INTESTINO (JEJUNO-ILEO) DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD. A
GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DA MEDULA OSSEA DE
CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1, IRRADIADOS COM DOSE
LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS SINGENICOS
(B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE. OS CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD TRATADOS COM APOCININA
(3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO ATE O FINAL
DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA MORTALIDADE (13 DIAS
APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO INTESTINO FORAM COLETADAS PARA ANALISE DO ACUMULO DE NEUTROFILOS
ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO (A) E DA QUANTIFICAGAO INDIRETA DE NEUTROFILOS PELA ATIVIDADE DA
MIELOPEROXIDASE (MPO). EM C GRAFICOS DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS DO EXPERIMENTO DE CITOMETRIA DE FLUXO
REALIZADO. RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA = SEM. *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE (N=5) E
#P<0.05 COMPARADO AO GVHD (N=5).
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O préximo passo foi investigar os niveis de quimiocinas e citocinas importantes (IFNy,
TNFa, IL-17, IL-10, CCL2, CCL3 e CCL5) na patogénese da GVHD no intestino.
Camundongos submetidos a GVHD apresentaram niveis elevados dos mediadores pré-
inflamatorios quando comparados aos camundongos que receberam células singénicas (sem
GVHD) na fase de inicio da mortalidade (figura 19A-F). Todavia, quando camundongos
submetidos a doenca foram tratados com apocinina verificou-se menores niveis de citocinas
e quimiocinas pro-inflamatérias (figura 19 A-F). Os niveis de IL-10 ndo apresentaram

diferenca nos 3 grupos analisados (dados ndo mostrados).
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FIGURA 19. TRATAMENTO COM A APOCININA REDUZIU OS NIVEIS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS NO
INTESTINO (JEJUNO-ILEO) DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE
3x107 ESPLENOCITOS E DE 1x107 CELULAS DA MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS
C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1, IRRADIADOS COM DOSE LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM
ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM
A DOENGA E CONSTITUIRAM O GRUPO CONTROLE. OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2
GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD TRATADOS COM APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (1.P), INICIADO
30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE E REALIZADO ATE O FINAL DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS
FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO INTESTINO FORAM
COLETADAS PARA AVALIAGAO POR ELISA DOS NiVEIS DE TNF-A (A), IFEN-r (B), IL-17 (C), CCL2 (D), CCL3 (E) E CCL5
(F). RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM. *P<0.05 COMPARADO AO GRUPO CONTROLE (N=5) E #
P<0.05 COMPARADO AO GRUPO GVHD (N=6).

58



5.4) Efeitos do aumento de ROS na resposta inflamatdria em 6rgaos linféides de

camundongos submetidos a GVHD

Uma vez que baco e medula 6ssea de camundongos transplantados apresentaram
aumento de espécies reativas de oxigénio, analisamos o perfil celular destes 6rgéos. Através
de citometria de fluxo foi analisada a proporcdo das seguintes células: células TCD4*,
TCD8", linfocitos Treg (FoxP3™), linfécitos B, células NK*, macréfagos e neutrdéfilos, no inicio

da mortalidade dos camundongos com GVHD.

Embora os animais com GVHD apresentassem maior porcentagem de TCD4*, TCD8+
e de macréfagos na medula 6ssea quando comparada ao grupo controle, ndo verificamos
nenhuma alteragcdo com o tratamento da apocinina (dados ndo mostrados). As andlises das
demais células neste érgdo também ndo apontaram diferencas entre os grupos controle,
GVHD e APO (dados ndo mostrados).

No baco, a andlise de células TCD4* no baco ndo apontou diferencas significativas
entre os camundongos com GVHD sem e com tratamento (figura 20 A). Entretanto,
verificamos uma redu¢do no acumulo de células TCD8" em camundongos com GVHD
tratados com apocinina (figura 20B). Além disso, observou-se também um menor acumulo

de macréfagos no baco destes animais (figura 21).
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FIGURA 20. TRATAMENTO COM APOCININA LEVOU A MENOR ACUMULO DE LINFOCITOS CD8* NO BAGO DE CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DA
MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1,
IRRADIADOS COM DOSE LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE
CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E CONSTITUIRAM O GRUPO
CONTROLE. OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD
TRATADOS COM APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE
E REALIZADO ATE O FINAL DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INICIO DA
MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO BAGO FORAM COLETADAS PARA ANALISE DO PERFIL DE
CELULAS CDA4+ (A) E CD8+ (B). EM C GRAFICOS DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS DO EXPERIMENTO DE CITOMETRIA DE
FLUXO REALIZADO. RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM. *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE (N=5) E
#P<0.05 COMPARADO AO GVHD (N=5).
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FIGURA 21. TRATAMENTO COM APOCININA LEVOU A MENOR ACUMULO DE MACROFAGOS NO BACO DE CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A GVHD. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1X107 CELULAS DA
MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1,
IRRADIADOS COM DOSE LETAL DE 9GY. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE
CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E CONSTITUIRAM O GRUPO
CONTROLE. OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 2 GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD
TRATADOS COM APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE
E REALIZADO ATE O FINAL DO EXPERIMENTO). OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS NO INiCIO DA
MORTALIDADE (13 DIAS APOS O TRANSPLANTE) E AMOSTRAS DO BAGO FORAM COLETADAS PARA ANALISE DO ACUMULO DE
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MACROFAGOS ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO (A). EM B GRAFICOS DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS DO EXPERIMENTO
DE CITOMETRIA DE FLUXO REALIZADO. RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM. *P<0.05 COMPARADO AO
CONTROLE (N=5) E #P<0.05 COMPARADO AC GVHD (N=5).

As analises de linfécitos Treg (FoxP3*), células NK* e neutréfilos no baco ndo apresentaram

diferencas significativas entre os 3 grupos (dados ndo mostrados).

5.5) Efeitos do bloqueio farmacoldgico da atividade do complexo NADPH oxidase
sobre o desenvolvimento dos sinais clinicos e sobrevivéncia de camundongos
com GVHD

Como observado nos dados acima, o aumento de ROS na GVHD esteve associado a
peroxidagdo lipidica, aumento nos niveis de citocinas e quimiocinas e maior acimulo de
células inflamatdrias em 6rgaos alvo, resultando em lesdes no parénquima dos 6rgdos. Em
contrapartida, o blogueio da atividade do complexo da NADPH-oxidase resultou em menores
niveis de ROS, TBARS, bem como na diminuicdo significativa em varios parametros
inflamatérios analisados. Desta forma, nossa hipétese é que a diminuicdo de ROS poderia
ser uma estratégia importante no controle da resposta inflamatéria associada ao GVHD, o
gue poderia resultar em menor morbidade e mortalidade dos animais. Para confirmar esta
hipétese, um experimento foi realizado para analisar a sobrevivéncia dos animais e 0s sinais
clinicos da GVHD. O grupo controle ndo desenvolveu a doenca e apresentou 100% de
sobrevivéncia até o final do experimento. Em contraste, camundongos do grupo GVHD sem
tratamento (veiculo) morreram até o décimo sexto dia apos o transplante. O blogueio na
atividade da NADPH-oxidase pelo tratamento com apocinina resultou em uma taxa de 70%
de sobrevivéncia (figura 22). Para verificar se o efeito da apocinina observado pela maior
taxa de sobrevivéncia dos camundongos permaneceria apos o término do tratamento, em um
dos experimentos encerramos o tratamento vinte dias apds o transplante e acompanhamos a
sobrevivéncia destes animais por mais dez dias. Ndo houve mortalidade até o encerramento
do experimento, sugerindo assim que o controle inicial da resposta inflamatéria através da

diminuicdo de ROS é importante para diminuir a gravidade da GVHD.
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FIGURA 22. INIBICAO FARMACOLOGICA DA ATIVIDADE DO COMPLEXO NADPH-OXIDASE, ATRAVES DO TRATAMENTO COM
APOCININA, DIMINUIU OS SINAIS CLINICOS E A TAXA DE MORTALIDADE EM CAMUNDONGOS coM GVHD. A GVHD Fol
INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS ADICIONADOS DE 1X107 CELULAS DA MEDULA OSSEA DE
CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1, IRRADIADOS COM DOSE DE
9GY. OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 02 GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD TRATADOS
COM APOCININA (3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE ATE O
FINAL DO EXPERIMENTO. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS
SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGCA E FORAM DENOMINADOS COMO GRUPO
CONTROLE. APOS INDUCAO DA GVHD, 0S CAMUNDONGOS FORAM MONITORADOS A CADA 2 DIAS PARA ANALISE DA
SOBREVIVENCIA (A) E OCORRENCIA DOS SINAIS CLINICOS DA GVHD (B). RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA
+ SEM. *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE N=4 E #P<0.05 COMPARADO AO GVHD N=7.

5.6) Efeitos do bloqueio farmacoldégico na atividade do complexo da NADPH

oxidase sobre a resposta do enxerto-versus-tumor (GVT)

O proximo passo foi verificar se a modulacdo da GVHD poderia interferir na resposta
do enxerto-versus-tumor. Para tanto, células tumorais P815GFP+ foram injetadas
intravenosamente apo0s o transplante de esplendcitos (dia 0) e os camundongos foram
monitorados para sobrevivéncia a cada dois dias (figura 23). Camundongos que receberam
apenas ceélulas tumorais (grupo P815) apresentaram 100% de letalidade apés 24 dias do
transplante, confirmando o desenvolvimento do tumor. Os animais que desenvolveram
GVHD, e receberam ou ndo as células tumorais, apresentaram taxa de mortalidade
semelhante e 100% dos animais estavam mortos no 35° dia ap0s o transplante. Entretanto, o
resultado mais importante desse experimento é que o tratamento com apocinina reduziu a
GVHD sem interferir na resposta benéfica do GVHD ao tumor, ja que camundongos que

desenvolveram o GVHD e foram tratados com apocinina apresentaram mortalidade
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semelhante aos animais que desenvolveram GVHD, foram tratados com apocinina e ainda
receberam as células tumorais.. O efeito enxerto-versus-tumor parece ter sido mantido. Este
grupo manteve esta taxa de sobrevivéncia até 55 dias apds a inducdo do transplante. Para
obtermos uma maior acuracia nas conclusdes desses dados, o desenvolvimento do tumor
sera analisado por citometria de fluxo pela deteccdo de células P815GFP+ nos linfonodos,
sangue e ba¢o dos camundongos, uma vez que a mortalidade pelo GVHD se confunde com
a mortalidade pelo tumor no grupo GVHD + P815.
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FIGURA 23. INIBICAO DA ATIVIDADE DO COMPLEXO NADPH-OXIDASE EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD NAO
INTERFERE NA RESPOSTA DO ENXERTO-VERSUS-TUMOR. A GVHD FOI INDUZIDA PELA TRANSFERENCIA DE ESPLENOCITOS
DE CAMUNDONGOS DOADORES SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT PARA CAMUNDONGOS B6D2F1. CELULAS GFP+P815
FORAM INJETADAS I.V EM RECEPTORES B6D2F1 NO DIA O DO TRANSPLANTE. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM
ESPLENOCITOS DE CAMUNDONGOS SINGENICOS (B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENCA E FORAM
DENOMINADOS COMO GRUPO CONTROLE. O GRUPO P815 RECEBEU APENAS CELULAS GFP+P815. No GRUPO GVHD +
P815 E GVHD + P815 + APO Fol INDUZIDA A GVHD E TRANSPLANTADAS CELULAS TUMORAIS, SENDO QUE
CAMUNDONGOS FORAM TRATADOS COM APOCININA (3MG/KG/DIA ATE 30 DIAS APOS O TRANSPLANTE). GRUPOS GVHD E
GVHD + APO RECEBERAM ESPLENOCITOS DE DOADORES ALOGENICOS (C57BL/6J), SENDO O ULTIMO ACRESCIDO
TRATAMENTO COM APOCININA). RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA + SEM. *P<0.05 COMPARADO AO
CONTROLE E #P<0.05 cCOMPARADO AO GVHD. O NUMERO AMOSTRAL FOI DE 7 CAMUNDONGOS POR GRUPO.

5.7) Efeitos da apocinina sobre a reconstituicdao da medula (“pega do enxerto”)

Com o objetivo de avaliar se a protecdo do desenvolvimento do GVHD apdés o
tratamento com apocinina estava ligado a uma interferéncia na “pega do enxerto”, nés
analisamos se as células doadas estavam reconstituindo a medula dos animais receptores
da mesma maneira que os animais transplantados e nao tratados. Verificou-se que animais
receptores da linhagem F1 (H-2°"H-29%) que receberam células provenientes de
camundongos C57 (H-2°*) apresentaram uma porcentagem maior que 85% de células H-2b*
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e menor que 15% de células H-29* em érgéos linféides (medula e baco), o que demonstra o

sucesso da quimera (figura 24 A-E).

A) 80+ B) 100+
p— * *
S —_—t
60 754
%N P
i & 40- 3 §50-
E a S
s 204 — - 25
o T T L] 0 L T T
controle veiculo apo controle veiculo apo
GVHD GVHD
C) 100+ D) 100 -
* *
— — —T—
, © 754 < 754
- @ @
$e FYR
~ o
%, = 501 3 © 50-
33
o~
© E 54 E 55
I_—-—_|* — I_—l—_l
o T T T 0 L] L] T
controle veiculo apo controle veiculo apo
GVHD GVHD
Medula
E) 1000 4 ;
<' ] w* (o]
3] 9 3
w w0 % w g
o :ocgscizox 200K 250K o 10 ’_|~12o|:'> 0 10*

e 3
<L w0 )
& 5
@ 400 —_

o)

200 4 ‘é

000 5
< o %
(&)

200 4 ;

o
o w* — — ° 8

w &0
FSC-A

2006 250K

A GVHD Fol
TRANSFERENCIA DE 3X107 ESPLENOCITOS E DE 1x107 CELULAS DA MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS DOADORES
SEMIALOGENICOS C57BL/6J-WT (H2B) PARA CAMUNDONGOS B6D2F1 (H2B+-H2D+), IRRADIADOS COM DOSE DE 9GY.
OS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A GVHD FORAM DIVIDIDOS EM 02 GRUPOS: VEICULO E APO (GVHD TRATADOS COM

FIGURA 24. RECONSTITUIGAO E QUIMERISMO EM CAMUNDONGOS cOM GVHD. INDUZIDA PELA
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APOCININA: 3MG/KG/DIA), POR VIA INTRAPERITONEAL (I.P), INICIADO 30 MINUTOS ANTES DO TRASPLANTE ATE O FINAL DO
EXPERIMENTO. CAMUNDONGOS QUE RECEBERAM ESPLENOCITOS + CELULAS MEDULARES DE CAMUNDONGOS SINGENICOS
(B6D2F1 PARA B6D2F1) NAO DESENVOLVERAM A DOENGA E FORAM DENOMINADOS COMO GRUPO CONTROLE. NO
DECIMO TERCEIRO DIA APOS O TRANSPLANTE, OS CAMUNDONGOS DOS TRES GRUPOS FORAM SACRIFICADOS E A
PORCENTAGEM DE ESPLENOCITOS E CELULAS DA MEDULA FOI ANALISADA ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO.
PORCENTAGEM DE CELULAS H2B+-H2D+ NO BAGCO (A), E MEDULA OSSEA (C) E PORCENTAGEM DE CELULAS H2B+ NO
BACO (B) E NA MEDULA OSSEA (D). EM E GRAFICOS DOT-PLOTS REPRESENTATIVOS DO EXPERIMENTO DE CITOMETRIA DE
FLUXO REALIZADO. RESULTADOS SAO APRESENTADOS COMO MEDIA = SEM. *P<0.05 COMPARADO AO CONTROLE (N=5) E
#P<0.05 COMPARADO AO GVHD ( N=5).
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DISCUSSAO

Diversas terapias veem sendo utilizadas no tratamento da GVHD na clinica,
entretanto, as drogas utilizadas atualmente apresentam varios efeitos adversos que limitam
sua utilizacdo. E bastante usual no tratamento da GVHD o uso de corticosteroides
associados a drogas imunossupressoras. Além disso, cerca de 50% dos pacientes tratados
com corticosteroides sao refratarios a estes medicamentos (FERRARA e cols., 2009; CHOI e
cols., 2010). A administracdo endovenosa de ciclosporina A associada ou nao ao
metrotexato e & prednisona, no dia anterior e até 3 meses ap0os ao transplante, é a profilaxia
padrao utilizada atualmente. Mesmo com este tratamento preventivo, aproximadamente 40 a
60% dos pacientes desenvolvem a GVHD (BLAZAR e cols., 2012; CHOI; REDDY, 2014).

Esta doencga, ainda sem cura e de dificil controle, estd associada a uma resposta
inflamatéria sistémica sendo caracterizada pelo aumento do recrutamento e acumulo de
células inflamatérias em o6rgdos alvo (figado e intestino) e pela liberacdo exacerbada de
mediadores inflamatérios (FERRARA, 2009). Recentemente, um estudo realizado por nosso
grupo de pesquisa demonstrou que camundongos que desenvolveram a GVHD
apresentaram no figado, um aumento de espécies reativas de oxigénio (BERNARDES e
cols., 2015) (Neste estudo, o tratamento com um nanocomposto que possui propriedade anti-
inflamatoria e antioxidante minimizou os sinais clinicos da doenca, aumentando a sobrevida
dos animais submetidos ao GVHD. Sabe-se que o aumento de ROS esta associado ao
desenvolvimento de diversas doencas inflamatérias, entretanto, sua participacdo na GVHD,
ainda ndo tinha sido elucidada. Sendo assim, o0 presente estudo teve por objetivo
compreender o papel deste importante mediador inflamatoério na doenca do enxerto versus
hospedeiro e verificar se a interferéncia farmacologica na producédo desse mediador poderia
ser uma potencial estratégia terapéutica para o tratamento ou prevencdo desta doenca.
Aqui, demonstramos que o tratamento com apocinina levou a uma reducdo nos niveis de
ROS em diferentes 6rgdos envolvidos na patogénese da GVHD — medula éssea, baco e
figado. Esta diminuicdo esteve associada a uma reducdo na progressdo da doenca,
morbidade e mortalidade dos animais submetidos ao transplante. Esta conclusdo foi apoiada
pelos seguintes achados: (1) menor dano hepético e intestinal observado pela menor
peroxidacéo lipidica e danos histolégicos; (2) menores niveis de citocinas e quimiocinas pro-

inflamatorias (TNF-a, IFN-y, IL-17, CCL2, CCL3 e CCL5) associada a reducéo do acumulo e
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recrutamento de células inflamatdrias para o figado e intestino; (3) menor acumulo de
linfécitos CD8* no figado, intestino e baco, bem como de CD4* e de macréfagos no tecido
hepético destes animais (4) diminuicdo dos sinais clinicos e diminuicdo da mortalidade.
Ressalta-se ainda, que o bloqueio da atividade da NADPH-oxidase e consequente
diminuicdo na producéo de ROS reduziu a resposta inflamatéria associada a GVHD, mas (5)

ndo prejudicou a resposta benéfica do enxerto-versus-tumor (GVT).

As espécies reativas de oxigénio sado mediadores inflamatérios que quando
produzidos em grande quantidade podem levar a uma condicdo de estresse oxidativo
caracterizada por peroxidacao lipidica, destruicdo proteica, morte celular e lesdo tecidual
(ZHANG e cols., 2011; GOMES; SILVA; OLIVEIRA, 2012). Em um estudo sobre estresse
oxidativo de células do sangue apOs o transplante de células hematopoiéticas, Amer e
colaboradores (2007) mostraram que células sanguineas (polimorfonucleares e linfécitos) de
animais submetidos ao transplante semi-alogénico apresentavam niveis aumentados de
ROS. Sabe-se que em altas concentracdes estas moléculas estdo envolvidas nos efeitos
deletérios, como a estimulacao da formacao de peréxido de hidrogénio e da peroxidacdo dos
lipideos da membrana, o que resultaria em lesé@o e destruicdo celular com consequente lesédo
de tecidos e o6rgdos (KOHEN e cols., 2002, REUTER e cols., 2010). Neste trabalho,
demonstramos que camundongos submetidos a GVHD apresentaram maiores niveis de ROS
associado a peroxidacéo lipidica em 6rgaos alvo (figado e intestino), o que justifica um dano
na arquitetura desses 6rgdos. Diversos pacientes submetidos ao TCH apresentam niveis
séricos aumentados de ROS, sendo que este aumento esta entre 0s principais mecanismos
gue medeiam danos a 6rgaos, como pulmao e figado, ap6s o transplante (AMER e cols,
2007). Alguns estudos evidenciaram um aumento de ferro em pacientes submetidos ao TCH.
Sabe-se que ions de ferro sdo muito ativos em reacfes de oOxido-reducdo, o que 0s
capacitam para catalisar as rea¢des de producdo do radical hidroxila (OHe), em uma reagao
denominada de Haber-Weiss (EVENS, METHA, GORDON, 2004). Este radical é bastante
deletério as células, causando danos ao DNA, RNA (acido ribonucleico), proteinas, lipidios e
membranas celulares. Assim, o aumento de ROS e do estresse oxidativo em consequéncia
do TCH pode ser um dos fatores primordiais que levam ao desencadeamento ou
agravamento da GVHD (SUH e cols., 2014). De encontro com esses dados, observamos um
aumento de ROS em camundongos com GVHD, em 2 fases distintas da doenca: inicio dos
sinais (na medula 6ssea e bac¢o) e da mortalidade (bago e figado). Um dos mecanismos

desencadeadores desta producédo inicial de ROS pode estar associado ao regime de
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condicionamento (FERRARA e cols., 2009; BLAZAR e cols., 2012). Aléem disso, o aumento
do estresse oxidativo durante a fase efetora da doenca poderia estar associada a uma fase
de grande producdo de mediadores inflamatorios e ativacdo de células inflamatorias
(PACZESNY e cols., 2009).

Primeiramente demonstramos que a inibicdo do complexo NADPH-oxidase, através do
tratamento com apocinina, levou a diminuicdo de ROS e da peroxidagédo lipidica no figado
associada a uma protecdo do parénquima hepatica. Esta protecdo € muito relevante para o
controle da GVHD considerando que na clinica metade dos pacientes com a doenca
apresentam lesdo hepatica associada com hepatomegalia, niveis anormais de enzimas do
figado no sangue e hiperbilirrubinemia (ROBB, HILL, 2012; TUNCER e cols., 2012). Além
disto, danos hepaticos provocados pela doenca podem progredir rapidamente para a
ductopenia e ictericia profunda (STRASSER e cols., 2000). J4 foi demonstrado que as
espécies reativas de oxigénio podem contribuir para a morte de hepatdcitos, perpetuacao da
resposta inflamatéria crénica e desenvolvimento de fibrinogenese hepéatica (NOVO;
PAROLA, 2008, FRIEDMAN, 2008). Em modelos de isquemia e reperfusdo hepatica em
murinos, em que ha aumento de ROS, o uso da apocinina provocou uma diminuicdo
significativa da producao destas moléculas levando assim a uma maior protecao do figado,
com diminuicdo de varios parametros inflamatorios, tais como: menor producdo de TNF-a e
reducdo do infiltrado celular, do processo degenerativo e necrético neste érgdo (LIU e cols.,
2008). Embora nossos resultados ndo tenham apontado uma reducdo de ROS no intestino,
foi possivel observar que o tratamento com apocinina esteve associado a uma menor lesao
intestinal, observada pela reducdo da graduacdo histopatolégico quando comparado com
camundongos com GVHD sem tratamento. Cerca de 50 a 60% dos pacientes com GVHD
desenvolvem GVHD intestinal e sua progresséo pode afetar todas as sec¢des do intestino e
culminar na translocacao de bactérias atraves da parede intestinal lesada. Esta translocacao
€ um importante agravante da GVHD podendo levar a sepse e a morte dos pacientes
(JENIFER e cols., 2008, REZENDE e cols., 2014, BERNARDES e cols., 2015). Dessa forma,
a inibicdo deste mediador inflamatério pode ser uma estratégia interessante no controle das

lesdes hepaticas e intestinais e, consequentemente, da GVHD.

Ao analisarmos os niveis de TNF-a e IFN-y, no figado e intestino de camundongos
com GVHD, observamos que o tratamento com apocinina reduziu os niveis dessa citocinas.

A correlacdo entre os altos niveis de IFN-y e TNF-a e a gravidade da GVHD sugere o
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envolvimento destas citocinas na patogénese desta doenca (BOUAZZAOUI e cols., 2009;
CASTOR e cols., 2010, 2011). A importancia do TNF-a no desenvolvimento da GVHD tem
sido apoiada por uma série de experimentos clinicos que demonstram uma forte correlacao
entre niveis aumentados desta citocina a doenca do GVHD. O TNF-a participa ndo sé do
desencadeamento da doenca mas também da progressdo da mesma (LEVINE, 2011). Para
comprovar a participacdo desta citocina na GVHD, um estudo comparou 0s niveis do
receptor de TNF-a (TNFR1) sérico de pacientes antes e apO0s o0 transplante que
desenvolveram ou ndo a GVHD. Durante a primeira semana apos o transplante, todos os
pacientes apresentaram niveis elevados de TNFR1 como resultado do regime de
condicionamento. Entretanto, apds este periodo, os niveis de TNFR1 voltaram para os
valores basais em pacientes que ndo desenvolveram a doenca. Pacientes que
desenvolveram GVHD apresentaram maiores niveis de TNFR1 no sétimo dia e nos dias
subsequentes e tinham uma menor probabilidade de morrerem um ano depois do TCH
guando comparados aos que ndo desenvolveram os sinais clinicos da doenca (KITKO e
cols., 2008). O aumento de TNFa na GVHD ¢é um fator que também contribui para a perda de
da lipase lipoprotéica, aumentando a lipdlise e a deplecédo de tecido adiposo e muscular em
animais e humanos (RUBIN H., 2003, DONOHOE e cols., 2011). Diminuir a producdo desta
citocina pode ser uma importante estratégia no controle da doenca. Um estudo realizado com
61 pacientes com GVHD tratados com corticosteroides e etanercept (farmaco que inibe o
TNFa) verificou uma melhora significativa dos sinais e sintomas da doenca quando
comparado a pacientes tratados apenas com corticosteroides (MACMILLAN e cols., 2002).
Sugere-se que producdo de TNF-a é mediada pelas ROS, através da regulacéo positiva da
atividade da enzima conversora de TNF (TACE). A TACE é uma enzima responsavel pela
clivagem do fator de necrose tumoral (TNF) de membrana para a sua forma soltvel (SCOTT
e cols., 2011). O TNF-a tem papel de potencializador da atividade da NADPH-oxidase em
macrofagos, mondcitos e neutréfilos, sendo assim um indutor da producdo de ROS
(MORGAN e cols., 2008). Assim como o TNF a, o aumento de IFN-y contribui para o
agravamento da GVHD, uma vez que ele provoca danos intestinais seja por efeitos
citopaticos diretos da citocina no trato gastrointestinal ou pela ativacdo de macrofagos que
passam a secretar quantidades aumentadas de linfotoxina e TNF-a, potencializando assim o
dano ao 6rgédo (ROBB; HILL, 2012).
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Nossos resultados também demonstraram que o tratamento com apocinina diminuiu
os niveis de IL-17 em oOrgdos-alvo da doenca. A participacdo da IL-17 e de células
denominadas Th17 na fisiopatologia da GVHD veem sendo alvo de alguns estudos (YU e
cols., 2011; ANNIEK e cols., 2014). Ao realizar um experimento de GVHD em que células
CD4 IL177- foram doadas a camundongos selvagens, Kappel e colaboradores (2009)
observaram que a deficiéncia de IL-17 resultou em um atraso no aparecimento dos sinais
clinicos da doengca. Em 2011, Yu e colaboradores tranferiram células T deficientes nos
fatores de transcricdo T-bet e RORyt e mostraram que essas células eram incapazes de se
diferenciar em células Thl e Th1l7, mas diferenciavam em células Th2 e células T com
fendtipos regulatérios (Treg) e isto resultou na melhora do desenvolvimento da GVHD. A
diminuicdo da produgcdo de citocinas pro-inflamatorias pode ser um dos mecanismos
associado a melhora do GVHD ap06s o tratamento com apocinina. Entretanto, é importante
ressaltar que o presente estudo ndo explorou os mecanismos pelos quais as ROS interferem
na producdo de citocinas. Um estudo realizado em humanos submetidos ao TCH
demonstrou uma correlacdo entre aumento dos niveis de ROS e de peroxidacao lipidica
(mensurada através de F2-urinaria isoprostanos) com ativacdo do fator de transcricdo
nuclear, o NF-Kappa B (NF-kB) (BLACKWELL e cols., 2000). Este fator de transcricdo tem
um papel central no controle da inflamacdo, mediando a expressdo de mediadores
inflamatérios e citocinas, além de regular a expressdo de genes que estdo envolvidos no
crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo celular (MORGAN, LIU; 2011). Em um estudo
realizado por O'SHAUGHNESSY e colaboradores (2009) a inibicdo da ativacdo de NFkB em
camundongos com GVHD, através de uma molécula inibidora de IKK, denominada PS1145,
resultou em aumento da sobrevida destes animais, sugerindo deste modo que este fator de
transcricdo € um regulador critico no controle da doenca. Ao utilizar dois inibidores de NFkB,
a PS1145 e o bortezomib, por dois dias apds o transplante, Vodanovic e cols (2006)
demonstraram que a inibicdo deste fator resultou em maior protecdo dos camundongos
submetidos a GVHD. Esta protecéo esteve associada a reducéo nos niveis de IL-2 e TNF-a.
E importante ressaltar que o uso do bortezomib por mais de 3 dias resultou na mortalidade
dos animais. Em contraste, neste mesmo periodo, o tratamento com a PS1145 néo
apresentou toxicidade. Além disso, sabe-se que NF-kB é um ativador de NLRP3
inflamassoma. Em 2013, o papel de NLRP3 na GVHD foi demonstrado pela primeira vez. Em
um modelo de GVHD murino a auséncia de NLRP3” em camundongos receptores ou seu
blogueio farmacoldgico resultou em menor lesdo intestinal e em uma taxa de mortalidade

reduzida (JANCOVIC e cols., 2013). Dessa forma, a inibicdo de NF-kB apds o tratamento
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com apocinina pode ser um mecanismo associado a diminuicdo da producao das citocinas
pro-inflamatérias e experimentos necessitam ser feitos para esclarecer o papel dessa via em
nosso trabalho.

O recrutamento de leucécitos exerce um importante papel na fase efetora da GVHD,
levando a uma maior destruicdo dos tecidos do hospedeiro e a uma maior producédo de
mediadores inflamatorios, sendo, portanto, responsaveis pela perpetuacdo da doenca que
culmina com o 0Obito do animal (JAKSCH; MATTSSON, 2005, CASTOR e cols., 2012). Em
nosso estudo, através de uma andlise da microvasculatura intestinal por microscopia
intravital observamos que a reducdo de ROS em camundongos com GVHD tratados com
apocinina esteve associada a uma diminuicdo do rolamento e a adesdo de leucécitos no
endotélio. Em 2014, Nunes e colaboradores demonstraram que as espécies reativas de
oxigénio sdo importantes mediadores inflamatdrios para o recrutamento de leucécitos para
os tecidos. Os autores submeteram camundongos a um treinamento fisico até a fadiga e ao
reduzir os niveis de ROS através do tratamento com apocinina ou pelo uso de camundongos
deficientes em gp91phox verificaram uma inibicdo do recrutamento (rolamento, adeséo e
transmigracdo) de leucocitos para o tecido muscular esquelético. A diminuicdo de ROS
esteve associado a uma menor expressao de algumas moléculas de adesédo, destacando,
assim a importancia deste mediador para o recrutamento de leucécitos (NUNES e cols,
2014).

No presente trabalho, verificou-se que camundongos tratados com apocinina
apresentaram uma diminuicdo de CCL3, CCI2 e CCL5 no figado e intestino quando
comparados aos camundongos com GVHD sem tratamento. Diversos autores veem
demonstrando que algumas quimiocinas sdo importantes na participacdo dos processos de
ativacao, recrutamento e acumulo de leucdcitos e em consequéncia a leséo dos érgaos alvos
da GVHD (BOUAZZAQOUI e cols., 2009; CHOI e cols., 2010). A CCL3 é uma quimiocina
importante para o desenvolvimento da doenca clinica e terapias baseadas no seu bloqueio
mostraram-se eficazes no controle da GVHD em murinos (Castor e cols., 2010). Ao utilizar
um tratamento com uma proteina ligante da quimiocina CCL3, denominada evasina-1 em
camundongos submetidos a GVHD, Castor e colaboradores (2010) observaram reducdo do
numero de leucdcitos no intestino, sugerindo que CCL3 desempenha um importante papel na
adesao e subsequente recrutamento de células inflamatérias para 6rgdos alvo. Nossos
resultados apontaram uma diminuicdo de ROS associados a uma reducgao de CCL3, o que
poderia explicar o0 menor recrutamento e acumulo de leucdcitos observados no intestino e no

figado de camundongos tratados com apocinina, contribuindo assim pelo menor dano
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verificado nos tecidos destes camundongos. Além disto, esta reducdo de CCL3 esteve
associada a menores niveis de CCL5 no figado e intestino de camundongos do grupo APO.
De acordo com Marina e cols (2010) a neutralizacdo de CCL3 leva a uma reducéo dos niveis
de CCL5 no intestino de camundongos com GVHD, sugerindo que esta quimiocina pode
modular os niveis de CCL5 neste 6rgdo. Camundongos com GVHD apresentam um aumento
na expressao do receptor de CCL5 denominado CCR1. Experimentos utilizando células
doadoras de camundongos deficientes neste receptor (CCR17) resultaram em uma
diminuicdo dos sinais clinicos da GVHD com menor liberagcdo de TNF a e IFN- y, menor
recrutamento de células inflamatérias para érgdos alvo da doenca, aumentando a sobrevida
destes animais (CHOI e cols., 2007). Estes dados reforcam a hip6tese de que a diminuigédo
de CCL3 e CCL5, consequéncia da diminuicdo de ROS verificados em camundongos
tratados com apocinina, poderia contribuir para uma menor producdo de TNF a e IFN- vy,
observados em nossos experimentos. Além disto, sabe-se que quimiocinas produzidas por
células T, como CCL5 e CCL3 aumentam a migracdo de macréfagos CCR2* para o pulméao
levando a maior liberagao de TNF a, perpetuando assim a resposta inflamatéria (CHOI e
cols., 2007, CASTOR e cols., 2012). Na GVHD, a auséncia do receptor CCR2 levou a uma
menor ativacdo e migracdo de células T CD8* no intestino e pulmdo dos camundongos
(TERWEY e cols., 2005).

Concomitante ao menor recrutamento e adesdo de leucdOcitos também foram
observados no presente estudo, uma diminuicdo do acumulo de macréfagos e de linfécitos
CD4* e CD8* em o6rgaos alvo da doenca. As participacbes destas células no
desenvolvimento da GVHD veem sido descrita em diferentes estudos. Os macrofagos
participam da patogénese da GVHD, através de sua funcéo fagocitaria, da apresentacao de
antigenos para linfécitos T e da expressdo de receptores para citocinas pro-inflamatorias,
além de produzir véarias citocinas, incluindo TNF-a e mediadores inflamatérios como as
espécies reativas de oxigénio (FIEREN, 2012). A ativacao e interacdo das células T doadas
com as APC do hospedeiro sdo essenciais para o desenvolvimento da GVHD. Uma das
principais estratégias para profilaxia da GVHD consiste na interferéncia da funcédo de
linfécitos T ou em sua deplecdo, através da manipulacdo farmacolégica e experimental
(CHOI; REDDY, 2014). O dano tecidual causado por linfocitos T citotdéxicos induz o
recrutamento de outras células efetoras incluindo células NK, macrofagos e neutrofilos que
aumentam a lesédo tecidual e resultam na perpetuacdo da GVHD, com lesdo de érgaos alvo,
podendo levar a morte do hospedeiro (BLAZAR; MURPHY; ABEDI, 2012; CHOI). Desta
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maneira, diminuir o recrutamento e acumulo destas células em érgdos alvo torna-se uma

maneira importante de controlar o desenvolvimento e agravamento da doenca.

A capacidade das células T doadas infundidas em pacientes que submeteram ao
transplante de células hematopoiéticas em reagir contra a doenca remanescente é
denominada de enxerto versus tumor (GVT) ou enxerto versus leucemia (GVL). E importante
ressaltar que o tratamento na GVHD deve ser eficiente em diminuir a intensidade da doenga
sem interferir na capacidade destas células em desenvolver uma resposta eficiente contra o
tumor (GVT) (KOLB e cols., 2008). Diversas terapias visando a prevencéo da GVHD resultam
na diminuicdo do efeito GVT, o que inviabiliza suas aplicagdes efetivas (MATEJKOVA e cols.,
2008, LI e cols., 2009). Sabendo que o tratamento com apocinina levou a uma diminuicao de
ROS e em consequéncia a menor gravidade da GVHD, nosso proximo passo foi analisar se
este efeito benéfico contra a doenca poderia interferir na resposta contra o tumor. A
diminuicdo de ROS observada em nosso trabalho foi eficaz em reduzir, mas nao abolir a
doenca, comprovado pela ocorréncia de alguns sinais clinicos da GVHD nos animais
tratados. Apds aproximadamente seis dias do transplante, observou-se que animais tratados
com apocinina comecaram a apresentar melhora significativa quando comparados aos
animais do grupo GVHD, sendo que os sinais clinicos analisados tais como o erigamento 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 evolucao da doenca. Além disto, a diminuicdo de ROS no
figado (6rgdo alvo importante da GVHD) e dos niveis de TBARS (indicador da peroxidacéo
lipidica) apresentaram diminuidos apd6s 13 dias do transplante. Isto demonstrou que a
apocinina agiu principalmente na fase efetora da resposta imune e desta maneira nédo afetou
a capacidade para induzir a resposta GVT, podendo ser uma estratégia importante no

controle da doenga.
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CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho demonstraram que as espécies reativas de
oxigénio desempenham um papel pré-inflamatorio levando a uma amplificagdo e néo
resolucdo da doenca do enxerto contra hospedeiro. De maneira importante, o tratamento
com apocinina resultou em aumento da sobrevida e diminuicdo dos sinais clinicos
associados a doencga, sem interferir no efeito GVT. Assim, considerando os efeitos benéficos
associados a diminui¢cdo da producdo de ROS na GVHD, o uso de antioxidantes poderia ser

uma estratégia promissora a ser utilizada no tratamento da doenca.
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ANEXO 1

Artigo publicado na revista Plos One: Nanocomposite treatment reduces disease and
lethality in a murine model of acute graft-versus-host disease and preserves anti-tumor
effects
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