
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS - FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA 

 

Belo Horizonte 

2022 

 

 

 

 

Bárbara Betônico Berg 

 

 

 

Efeitos do tratamento com endocanabinóides na resposta inflamatória 

associada à doença do enxerto-contra-hospedeiro em camundongos 

 

 

 



 

 

 Belo Horizonte 

2022 

 

Bárbara Betônico Berg 

 

 

 

Efeitos do tratamento com endocanabinóides na resposta inflamatória 

associada à doença do enxerto-contra-hospedeiro em camundongos 

 

Versão Final 

 

 

Tese apresentada ao Programa de 
Pós-graduação em Ciências Biológicas – 
Fisiologia e Farmacologia como requisito 
parcial à obtenção do título de Doutor em 
Farmacologia.  

Orientadora: Profa. Dra. Marina 
Gomes Miranda e Castor Romero



 

 

 

  



 

 

 

  

 

  



 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“To boldly go” 

 



 

 

 

AGRADECIMENTOS 

Agradeço primeiramente à minha orientadora Marina, que me apoiou, escutou, aconselhou 

e guiou durante os últimos seis anos. Não consigo descrever a sorte que tive em tê-la como 

orientadora. Saiba que carregarei comigo tudo que aprendi contigo durante o resto de minha 

vida, não apenas como pesquisadora, mas também como pessoa. Obrigada por ter tolerado 

meus momentos de stress, por ter sentado comigo pra me mostrar que havia um projeto lindo 

em meio aos meus resultados e me guiado para que juntas pudemos elucidar mecanismos e 

abordagens. Serei sempre muito grata por tudo. 

Existem pessoas que marcam nossas vidas, amizades que sabemos que nunca poderão 

ser desfeitas, pois se tratam de laços profundos e eternos. Uma dessas pessoas é minha 

capivara, a Karla, minha companheira de laboratório. A pessoa que sempre me esperava para 

finalizar os protocolos, que me dizia para ter calma. Para confiar no meu trabalho e que tudo 

daria certo. Não sei como os últimos anos teriam sido sem você no laboratório, mas para mim 

é algo inimaginável não ter você logo ali. Obrigada por ser o coração do laboratório, mesmo 

que isso significasse que eu precisava ser a razão. 

Sempre que um experimento desse errado, que o café acabasse ou que eu só estivesse 

exausta existiam três pessoas que eu sabia que me dariam conselhos e que seriam meu porto 

seguro para os momentos mais complexos, além de me apoiar e aconselhar nos momentos 

de felicidade. Obrigada Renata, Paula e Wallace. Principalmente as duas primeiras por terem 

sido meus guias e modelos nessa caminhada acadêmica.  Muitos colegas e amigos da 

PGFisFar ficarão sempre na minha lembrança e estarei sempre aqui para o que precisarem. 

Anna Luiza, Ana Carolina Nicoleti, Ana Flávia, Carol, Gabi, Filipe (Decs), Héric, Adma, 

Amanda, Anna Paula, Emylle, Ildernandes, Katyana, Marla, Melissa, Nats (pequena e grande), 

Forbes, Roberta e principalmente meu grande amigo André. Um agradecimento especial a 

Marcelle, pela amizade, por me trazer ao laboratório e por ser a melhor amiga que se poderia 

ter. Mãe do meu afilhado. Esposa do Rafa. A pessoa mais calma que já conheci. Obrigada 

por existir. 

Agradeço a todos os professores do departamento de Fisiologia e Farmacologia pelos 

ensinamentos. Ao Stêfany por toda a sua paciência e carinho, ao Webster por me salvar em 

diversas ocasiões e pelos abraços cheios de ternura e acolhimento. Ao professor Antônio pela 

orientação de carreira e nos projetos de comportamento animal. Ao professor Fabrício pelas 

discussões em português e alemão. Professores Steyner, Virgínia, Miriam, André Klein, 

Lucíola, Cibele, Maristela, vocês contribuíram diariamente para meu crescimento e me 



 

 

 

 

acolheram de forma que me senti parte da PGFisFar, sentirei falta de tê-los a alguns passos 

de distância. Professora Silvia Guatimosim e Professor Márcio, obrigada pela oportunidade 

na representação discente, aprendi muito durante esses anos e não consigo mensurar a 

oportunidade que foi e quanto conhecimento adquiri trabalhando com vocês. E aos 

professores Mauro M. Teixeira, Vanessa Pinho e ao professor Thiago Romero por todo o 

apoio no desenvolvimento deste projeto. 

Agradeço também ao meu pai, que muitas vezes mesmo sem compreender meu trabalho, 

me apoiou em todos os passos, mesmo que isso significasse uma ligação no meio da 

madrugada para o outro lado do mundo só pra me dizer que temos que manter o foco e que 

no fim tudo dá certo. E acima de tudo sempre me trouxe uma visão lógica e me forçou a definir 

metas de curto e longo prazo que me ajudaram a traçar meus objetivos. 

Durante meu doutorado tivemos que passar pela pandemia, e logo no início perdi a pessoa 

que sempre foi meu porto-seguro, aquela que me criou e educou, que me ensinou a ser 

cientista. Obrigada vovó Soninha por me levar todos os dias ao jardim, por me ensinar 

evolução, filogenética, anatomia, o amor pela leitura e muito mais, mesmo que parecessem 

apenas curiosidades do dia-a-dia essas foram as bases que me levaram para o mundo da 

pesquisa.  

Agradeço a meu amigo Dr. Douglas Thomaz, um dos pesquisadores mais brilhantes que 

já conheci, obrigada por me ensinar e auxiliar nos ensaios de docking, além de todo o apoio 

em seguir para a farmacologia. É uma imensa honra tê-lo como amigo. Gostaria de agradecer 

também ao meu melhor amigo, companheiro e apoiador: Douglas Faleiro. Obrigada por estar 

comigo nos momentos mais obscuros dos últimos anos e por me ofertar também os mais 

felizes. 

Por fim, gostaria de agradecer às agências de fomento que colaboraram com este projeto, 

CAPES, FAPEMIG, PRPQ e CNPQ, sem as quais este trabalho não seria possível. Agradeço 

também ao Laboratório de Radiação Gamma localizado no CDTN e através do qual foi 

possível realizar a irradiação dos animais e ao Instituto René Rachou da Fundação Oswaldo 

Cruz que doou animais SPF derivados de colônias do Biotério Central da UFMG para esta 

pesquisa, principalmente à Fernanda Trindade, Elem Maria dos Santos Mendes e Cleyson 

Viana Soares.   



 

 

 

 

  



 

 

 

 

RESUMO 

A doença do enxerto-contra-hospedeiro (‘graft-versus-host disease’ - GVHD) é uma 

complicação secundária ao transplante de medula óssea e leva o receptor a desenvolver uma 

inflamação sistêmica com alta mortalidade e morbidade. Terapias atuais apresentam baixa 

efetividade profilática e comumente falham em promover um balanço entre inflamação e 

imunossupressão. O endocanabinóide Anandamida (AEA) e seu análogo mais saturado 

Palmitoiletanolamida (PEA) são moléculas imunomoduladoras endógenas produzidas sob 

demanda e rapidamente hidrolisadas. Neste trabalho, investigamos os efeitos destas N-

acetiletanolaminas (NAEs) na complexa patologia da GVHD. Primeiramente avaliamos os 

efeitos de um inibidor seletivo e irreversível da hidrolase amida de ácido graxo (FAAH) o MAFP 

que, a partir da inibição desta enzima, leva ao aumento dos níveis endógenos das NAEs. Este 

tratamento levou a um aumento de 80% na sobrevida dos animais com GVHD. Em seguida 

os animais foram tratados com AEA exógena, que aumentou a sobrevida em 60%, reduzindo 

também os sinais clínicos da doença. O tratamento com AEA levou também à redução no 

número de células CD3, CD4 e CD8, reduzindo também a ativação destas duas últimas, sem 

reduzir citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. Entretanto, AEA levou a um aumento de 

IL10 no intestino dos animais. De forma interessante, AEA reduz Mac-1α, reduzindo desta 

forma a adesão das células transplantadas, nos vasos mesentéricos. Este efeito foi abolido 

por antagonista CB2 e foi reproduzido pelo JWH133, um agonista seletivo deste receptor, cujo 

efeito foi também abolido pelo antagonismo de CB2. Em seguida, testamos a similaridade 

entre AEA e PEA e a capacidade de ligação à CB2 de PEA para compreender se está seria 

uma molécula interessante para estudo. Encontramos uma similaridade de 63-85% entre 

estas moléculas a partir do refinamento energético, e 82-93% de similaridade após 

refinamento de ancoragem molecular, sendo que encontramos predominância da força 

eletrostática sobre a força estérica em relação à contribuição destas para comparação de 

sobreposição. Posteriormente, investigamos os efeitos do PEA e o tratamento levou a um 

aumento de 80% na sobrevida. Ademais, PEA protegeu o intestino de dano, reduzindo o 

número de células CD8 e a ativação de células CD4 e CD8. Assim como AEA, PEA não 

reduziu a liberação de citocinas, mas levou ao aumento de IL-10 e interferiu tanto no processo 

de adesão quanto de rolamento. Entretanto, seu efeito sob o aumento na sobrevida parece 

ser dependente de CB1 e não CB2, e PEA levou à redução da diarreia dos animas, efeito este 

que foi abolido pelo tratamento com antagonista CB1. Desta forma, este estudo demonstra 

que existem outros fatores determinantes para interação farmacológica in vivo, além da 

similaridade molecular de dois fármacos. E ambos os receptores CB1 e CB2 podem participar 

diferentemente na regulação e proteção contra a GVHD através de sua interação com 

endocanabinóides. 

Palavras-chave: Inflamação, canabinóides, doença do enxerto-contra-hospedeiro   



 

 

 

 

ABSTRACT 

Graft-versus-host disease (GVHD) —a secondary complication of bone marrow 

transplantation—leads the host to develop a systemic inflammatory illness with high mortality 

and morbidity. Current therapies lack prophylactic effectiveness and commonly fail to provide 

an immunological balance between inflammation and immunosupression. The 

endocannabinoid, Anandamide (AEA) and its saturated analogue Palmitoylethanolamide 

(PEA) are immunomodulatory endogenous molecules produced on demand and rapidly 

hydrolyzed. In this present work, we investigate the effects of these N-Acetylethanolamines 

(NAEs) in the complex pathology of GVHD. First, we evaluated the effects of fatty acid amine 

hydrolase (FAAH) irreversible inhibitor (MAFP) that upon inhibition of FAAH leads to an 

increase of endogenous NAEs. This treatment led to an increase in survival of 80%. Next, mice 

were treated with exogenous AEA and it increased survival to 60% and reduce GVHD’s clinical 

signs. Treatment with AEA also led to a reduction of the number of CD3, CD4, and CD8 cells 

while reducing the activation of CD4 and CD8 cells but it does not reduce inflammatory 

cytokines; however, it increases IL-10 in the intestines of mice. Interestingly, AEA reduces 

Mac-1α, thus lowering adhesion of transplanted cells in mesenteric veins. Furthermore, the 

effects caused by anandamide treatment are due to CB2 receptor, whereas AEA effects were 

abolished by CB2 antagonist. These effects are mimicked by JWH133 - a CB2 selective agonist 

– an, again, abolished by treatment with CB2 antagonist. Therefore, we tested the level of 

similarity between AEA and PEA, and capability of docking in CB2 receptor of PEA to 

understand if this would be an interesting target. We found a 63-85% similarity between these 

molecules in following energy refinement and 82-93% after docking refinement, and a found a 

predominance of the electrostatic force over the steric regarding their contributions in the 

overlay of the molecules. Subsequently, we investigate the effect of PEA and the treatment 

led to an increase of 80% in survival. Furthermore, PEA protected the intestine against 

damage, reduced the number of CD8 cells and reduced the activation of both CD4 and CD8. 

It also did not alter pro-inflammatory cytokine release, but increased IL10 and it did interfere 

with both rolling and adhesion of cells. Interestingly, however, the survival effect appears to be 

related to CB1 interaction and not CB2 and PEA led to a reduction in mice diarrhea and this 

effect was abolished by CB1 antagonist. Thus, this study shows that molecular similarity is not 

the only factor determinant to its interaction in vivo, and other factors could interplay in this 

response. Furthermore, both CB1 and CB2 receptors can play different roles in the protection 

against GVHD by endocannabinoids. 

Key-words: Inflammation, cannabanoids, graft-versus-host disease
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1. Introdução 

1.1.  A doença do enxerto-contra-hospedeiro ou Graft-versus-host 

disease (GVHD) 

A medula óssea é onde se originam todas as células da linhagem 

hematopoiética (SZYSKA; NA, 2016). Desta forma, o transplante de medula 

óssea consiste em uma terapia curativa para uma série de doenças de origem 

hematopoiética, como leucemia, linfomas, talassemias, anemias (aplásica, 

falciforme e outras); doenças de ordem imunológica, como doenças autoimunes 

(lúpus); e também certos tipos de tumores malignos, sólidos e linfomas (CURTIS 

et al., 1997; GALE, 1981; GLADSTONE et al., 2017; HARTMANN et al., 1997; 

LOCASCIULLI et al., 2007; LUCARELLI et al., 1990; MARMONT, 1994; 

WALTERS et al., 1996).  

Contudo, o sucesso desta terapia torna-se incerto em decorrência de uma 

doença secundária ao transplante conhecida como doença do enxerto-contra-

hospedeiro (DECH) ou Graft-versus-host disease (GVHD) (FERRARA et al., 

2009). A GVHD é uma doença sistêmica de rápida evolução, que ocorre devido 

a disparidades antigênicas entre doador e hospedeiro (organismo que recebe o 

transplante), caracterizando-se por exacerbada resposta inflamatória e lesão 

tecidual sistêmica, de forma que os principais órgãos-alvo são o intestino, a pele, 

o fígado e os pulmões (BEATTY et al., 1995; FERRARA; YANIK, 2005; 

FERRARA et al., 2009). A GVHD é também caracterizada por extenso dano 

tecidual e tempestade de citocinas (SHULMAN et al., 2015).  Em humanos, esta 

doença está, portanto, associada à significante morbidade e mortalidade 

(BLAZAR et al., 2012), sendo a principal causa de mortalidade não-relacionada 

à recidiva tumoral (MAJOR-MONFRIED et al., 2018), gerando resistência médica 

em optar por esta terapia (BARTON-BURKE et al., 2008). 

Para que seja realizado o transplante de medula de um doador compatível 

geneticamente idêntico (transplante singênico) ou de um doador compatível 
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geneticamente distinto, aparentado ou não (transplante alogênico), é necessário 

que a medula residente sofra ablação, a este processo dá-se o nome de regime 

de condicionamento (LJUNGMAN et al., 2006). Este processo pode ser realizado 

através de fármacos ou de radiação (MAPARA et al., 2006). O regime de 

condicionamento é parte fundamental para que haja menor risco de rejeição ao 

transplante e para que ocorra a quimerização entre hospedeiro e a medula 

transplantada (GONZALEZ et al., 2002). Durante o regime de condicionamento 

haverá dano tecidual no hospedeiro com liberação de mediadores inflamatórios, 

como citocinas e quimiocinas. Há também aumento da expressão de moléculas 

do complexo de histocompatibilidade maior (MCH) e moléculas co-estimulatórias 

de células apresentadoras de antígenos (APCs), gerando um ambiente favorável 

à GVHD (JAKSCH; MATTSSON, 2005).  

A doença ocorre, portanto, pela ativação dos linfócitos T, sendo estes ativados 

por APCs que reconhecem disparidades entre as células do doador e 

hospedeiro, tanto aquelas remanescentes do hospedeiro quanto aquelas 

derivadas da medula transplantada (WYSOCKI et al., 2005). Esta apresentação 

cruzada ocorre através de MHC-I no caso de linfócitos T CD8 e por MHC-II em 

células como os linfócitos T CD4 (SCHROEDER; DIPERSIO, 2011). Desta 

forma, a expansão de células T aloreativas citotóxicas efetoras, com tempestade 

de citocinas, e a decorrente migração destas células para os órgãos-alvo 

perpetuam a resposta inflamatória e caracterizam os estágios iniciais da GVHD 

(YANG et al., 2017) (Figura 1).   
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Figura 1 - A gênese da doença do enxerto-contra-hospedeiro. O dano aos diversos 
órgãos e tecidos do hospedeiro, incluindo os órgãos-alvo, durante o regime de 
condicionamento instaura um ambiente pró-inflamatório antes mesmo que ocorra o 
transplante de medula. Após o transplante estas células encontrarão um ambiente com 
células remanescentes já ativadas e haverá também apresentação cruzada de APCs do 
doador após maturação e APCs remanescentes do hospedeiro aos linfócitos CD4 e 
CD8, através de MHC II e I, respectivamente. Por fim, as células T aloreativas passarão 
por expansão clonal e migrarão para os tecidos e órgãos-alvo perpetuando a resposta 
inflamatória e causando danos. Baseado em SCHROEDER e DIPERSIO (2011). 

1.2. Os órgãos-alvo da GVHD aguda 

Em 2016 HARRIS et al. (2016) publicaram junto ao Consórcio Internacional 

para GVHD aguda Monte Sinai (MAGIC) uma padronização para caracterização 

da GVHD aguda em pacientes que receberam transplante de medula óssea. 

Estas diretrizes são consideradas como critério básico e internacional para o 

registro e definição da doença em humanos. Com base nestes critérios, GVHD 

aguda e crônica são diferenciadas principalmente pela sintomatologia e órgãos 

acometidos, sendo que na GVHD aguda sua gravidade é atribuída através da 

quantificação da intensidade de sintomas como a extensão do rash cutâneo, 

níveis de bilirrubina e volume de diarreia, permitindo a melhor avalição do 

acometimento de pele, fígado e intestino; os principais órgãos-alvo da GVHD 

aguda (HARRIS et al., 2016).  

A pele é comumente relacionada à GVHD, entretanto diversas causas 

potenciais estão relacionadas ao aparecimento de rash cutâneo, caracterizado 

por eritema inflamatório, em pacientes com GVHD, como efeito adverso da 

medicação ou infecções oportunistas (FERRARA et al., 2009). Desta forma, o 

grau de acometimento da pele será decidido pela presença de eritema 

generalizado, porcentagem de superfície corporal acometida, aparecimento de 

bolhas e descamação. A presença de todos estes fatores com acometimento 

maior que 5% da superfície corporal caracteriza o estágio 4 de acometimento da 

pele por GVHD (HARRIS et al., 2016).  

O fígado, por sua vez, é o menos frequente órgão-alvo envolvido na GVHD, 

entretanto, a detecção de alterações neste órgão está frequentemente 
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relacionada a um prognóstico desfavorável (LEVINE et al., 2015; ROBIN et al., 

2009). O acometimento do fígado é determinado principalmente pelos níveis de 

bilirrubina, biópsia e níveis de transaminases. Entretanto, o aumento de 

bilirrubina pode ocorrer devido à toxicidade do regime de condicionamento e 

outros fatores, de forma que este fator só é determinante quando o 

acometimento de outros órgãos pela GVHD já foi comprovado (HARRIS et al., 

2016).  

O envolvimento do trato gastrointestinal (TGI) pode ser divido em 

acometimento da porção superior que corresponde ao esôfago, estômago e 

duodeno (24-60% dos pacientes) (MARTIN et al., 2004) e a porção inferior que 

corresponde ao intestino grosso, apêndice, cólon, reto, ânus; sendo este o mais 

acometido pela GVHD aguda e mais frequentemente associado à mortalidade 

não-relacionada à reincidência tumoral. Os sintomas associados ao 

acometimento do TGI superior são anorexia, náusea, vômitos e dispepsia, mas 

suas causas podem ser relacionadas à mucosite, infecções oportunistas, 

toxicidade do regime de condicionamento e até mesmo efeito adverso de 

medicação (MACMILLAN et al., 2015). O acometimento da porção inferior do 

TGI está, por sua vez, associada à diarreia, presença de hematoquezia e grave 

dor abdominal (PRZEPIORKA et al., 1995). O acometimento do TGI  leva a perda 

de peso que pode ser superior a 10%, já nos primeiros três meses após 

transplante e, nestes casos, é associada a um prognóstico negativo e aumento 

de mortalidade (FUJI et al., 2015).  

Por fim, YANG et al. (2017) encontraram uma incidência de 49.29% e 27.3%, 

para GVHD aguda e crônica, respectivamente em humanos adultos submetidos 

ao transplante alogênico. Mas em pacientes pediátricos a incidência de GVHD 

agudo pode variar de 40 à 80%.(FARACI et al., 2012). E mesmo em transplantes 

singênicos a GVHD pode ocorrer em até 27% dos pacientes pediátricos e 18% 

dos pacientes adultos, sendo, entretanto, autolimitante, com prognostico positivo 

e geralmente relacionada ao regime de condicionamento, sendo mediada por 
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linfócitos auto-reativos (ADAMS et al., 2004; FARACI et al., 2012; GATZA et al., 

2020; HERNANDEZ-NUNEZ et al., 2003; LATIF et al., 2003). É importante 

ressaltar, entretanto, que a incidência da GVHD depende de diversos fatores 

etiológicos, como o tipo de transplante realizado, compatibilidade entre o doador 

e o hospedeiro, regime de condicionamento, idade, medicação preventiva, 

doença prévia, dentre outros. Dentre os pacientes que desenvolvem GVHD, a 

taxa de mortalidade também é alta, chegando a 50% dos casos em adultos 

(Margaret Barton-burke et al., 2008), mas podendo variar de 30% a 60% segundo 

RASHIDI et al. (2019), estando diretamente correlacionada ao grau de 

acometimento dos órgãos-alvo (PENACK et al., 2020) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. O potencial curativo do transplante de medula óssea. Diversas doenças de 
origem hematopoiética (vermelho), doenças malígnas (azul) e doenças auto-imunes 
(amarelo). Ademais o transplante alônico, apesar de apresentar um maior GVT/GVL 
leva à alto risco de GVHD com até 50% de mortalidade. Tendo como principais órgãos 
alvo, durante a GVHD aguda, o fígado e o intestino. 
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1.3.  Profilaxia e tratamento contra a GVHD  

A GVHD é, portanto, uma desordem imunológica que pode ocorrer mesmo 

quando há profilaxia agressiva com fármacos imunossupressores, dentre eles 

destacam-se os corticoides. Mesmo com constantes progressos na medicina o 

principal tratamento para esta doença permanece sendo o uso prolongado de 

imunossupressores e corticoides (JAMIL et al., 2015; DEVETTEN et al., 2004). 

Os corticoides são os fármacos usados na prevenção e na primeira linha de 

tratamento da DECH (JAMIL et al., 2015), pois eles apresentam um amplo efeito 

anti-inflamatório e imunossupressor (DEVETTEN et al., 2004). Entretanto, o 

tratamento pode causar inúmeros efeitos adversos, como degastes musculares, 

osteoporose e a Síndrome de Cushing (Poetker et al., 2010; Peppa et al., 2011). 

Além dos efeitos adversos e doenças secundárias que podem decorrer da 

imunossupressão a longo prazo os corticoides apresentam ainda mais uma 

complicação: os pacientes podem apresentar GVHD refratária a corticoides 

(DEVERGIE; JANIN, 2008). Além de seu uso como profilaxia pós-transplante, o 

uso de altas doses de corticoides é considerado o tratamento padrão inicial para 

a GVHD aguda (HILL et al., 2018). Entretanto, a reposta ao tratamento não é 

uniforme e a taxa de sobrevida após dois anos de tratamento é de cerca de 55% 

(MACMILLAN et al., 2020).  

Além disso, cerca de 60% dos pacientes tratados com corticoides tornam-se, 

portanto,  tolerantes ao tratamento e desenvolvem a GVHD refrataria a 

corticoides, apresentando uma taxa de sobrevida entre 30 a 40% (DEVERGIE; 

JANIN, 2008; XHAARD et al., 2012). Imunossupressores também vêm sendo 

utilizados como profilaxia e durante o regime de condicionamento. Este é o caso 

do fármaco alemtuzumab, um anticorpo anti-CD32 (RESENDE et al., 2017; 

TEIXEIRA et al., 2015) e outros fármacos, como Sirolimus (SANDMAIER et al., 

2019), ciclosporina (ZEISER; BLAZAR, 2017) ou tacrolimus (GANETSKY et al., 

2016).  
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Novas terapias têm sido propostas, tanto como complementares ao uso de 

corticoides como até mesmo substitutivas, como o uso de CAR-T cells ou 

anticorpos monoclonais, como o Inolimomab (CD25). As CAR-T cells são células 

modificadas que passam a expressar antígenos quiméricos, permitindo que elas 

tenham como alvo receptores e tipos celulares específicos, no intuito de reduzir 

a resposta inflamatória (SANBER et al., 2021). O principal viés desta terapia e 

também da terapia com anticorpos monoclonais é a toxicidade alta, com possível 

acometimento por síndrome de liberação de citocinas e síndromes neurológicas 

desencadeadas por células imune-efetoras (LEE et al., 2019; SCHUSTER et al., 

2019). E, independentemente destes efeitos ainda há risco de GVHD e, neste 

caso, o uso de corticoides volta a ser a terapia padrão (ANWER et al., 2017).  

Apesar dos tratamentos profiláticos a alta incidência da GVHD evidencia a 

necessidade de desenvolver um tratamento que não somente reduza a taxa de 

mortalidade e os extensos danos teciduais em pacientes com GVHD, mas que 

não leve o paciente a um estado de imunossupressão. Uma maneira de realizar 

este screening inicial por novos fármacos é através de modelos experimentais 

que mimetizem a doença clínica em humanos. 

1.4. O modelo experimental 

A GVHD foi primeiramente descrita por Dirk van Bekkum em 1956, como uma 

doença secundária ao transplante de medula óssea, este médico e pesquisador 

foi também responsável por identificar variáveis e fatores de maior propensão à 

doença. Van Bekkum também estabeleceu o primeiro modelo animal para 

estudo da GVHD, utilizando-se de cães da raça Beagle (DICKE; VAN BEKKUM, 

1973). Desde a década de 70 diversos modelos experimentais foram propostos, 

sendo que o primeiro modelo agudo foi realizado através do transplante 

alogênico de esplenócitos para camundongos previamente irradiados (WILL; 

WYNN, 2006).  
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Atualmente, diversos grupos estudam a GVHD aguda através do transplante 

alogênico de medula óssea e esplenócitos de animais C57BL/6j para 

camundongos BALB/c previamente irradiados (BERG et al., 2021b; CASTOR et 

al., 2010; CASTOR et al., 2011; CASTOR et al., 2012; REZENDE et al., 2013). 

A irradiação previa permite a ablação da medula residente para que possa haver 

enxertamento da medula transplantada. O transplante de esplenócitos em 

associação com as células derivadas da medula óssea irão garantir que o animal 

venha a desenvolver GVHD.  

1.5.  O sistema canabinóide 

Atualmente, as principais terapias farmacológicas disponíveis para o 

tratamento da GVHD falham em gerar equilíbrio imunológico, levando o paciente 

a um estado de imunossupressão. Neste contexto, terapias baseadas em 

moléculas com conhecido efeito imunomodulatório, como os canabinóides, 

tornam-se interessantes alvos terapêuticos. 

A sinalização via sistema canabinóide regula a proliferação, diferenciação e 

sobrevida celular, de forma que a reposta deve variar de acordo com os alvos 

moleculares e o contexto (GALVE-ROPERH et al., 2013).  É especialmente 

interessante investigar se agonistas deste sistema teriam efeito imunomodulador 

com resultados positivos, principalmente na sobrevida, na GVHD.  

O sistema endocanabinóide é composto, portanto, de receptores 

canabinóides do tipo 1 e 2 (CB1 e CB2, respectivamente), agonistas endógenos 

também conhecidos como endocanabinóides e enzimas responsáveis pela 

hidrólise, recaptação e metabolismo dos endocanabinóides. Ademais, moléculas 

exógenas podem interagir com este sistema, como fitocanabinóides e 

canabinóides sintéticos, que incluem agonistas e antagonistas dos receptores 

canabinóides. (GUZMAN, 2003; MECHOULAM; HANUS, 2002; MENDIZÁBAL; 

ADLER-GRASCHINSKY, 2003; PERTWEE; ROSS, 2002) 
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O primeiro canabinóide a ser investigado, em modelo experimental de GVHD 

em camundongos, foi o Δ9-THC (PANDEY et al., 2011). Neste estudo os autores 

relatam que o tratamento com este fármaco reduziu os danos no fígado e 

intestino dos animais, reduziu o número de linfócitos T e promoveu células T 

regulatórias. De forma muito interessante neste estudo os efeitos do Δ9-THC se 

mostraram parcialmente dependentes do receptor CB1 e de CB2, mas os efeitos 

foram completamente abolidos quando foi realizada a inibição simultânea dos 

dois receptores. 

O segundo canabinóide a ser estudado na GVHD foi o Canabidiol (CBD), 

dentre os diversos estudos, YESHURUN et al. (2015) se destacam por terem 

desenvolvido um estudo clinico, chegando à fase 2 em que os pacientes foram 

tratados com CBD de forma complementar, havendo redução dos sinais clínicos 

e prevenção da perda de peso. Em trabalho anterior nosso grupo demonstrou 

em modelo murino de GVHD aguda que os mecanismos de ação de CBD estão 

associados ao receptor CB2 e não CB1, de forma que este fármaco levou também 

ao aumento de células T regulatórias (BERG et al., 2021a). 

O Canabidiol é uma molécula exógena,(fitocanabinoide) capaz de interagir 

com o sistema endocanabinóide através de receptores canabinóides, inibindo a 

FAAH e promovendo o aumento de Anandamida endógena (MECHOULAM; 

HANUS, 2002). Desta forma, torna-se  interessante a investigação de 

endocanabinóides e seu papel na fisiopatologia da GVHD, já que estas 

moléculas endógenas são diferentemente seletivas para receptores CB1 

(presente majoritariamente em tecido nervoso) e CB2 (periferia e células imunes) 

(ALBERICH JORDA et al., 2004; IZZO et al., 2001; ROBINSON et al., 2015) 

(Figura 3). O receptor CB2 está amplamente expresso no sistema imunológico, 

principalmente em linfócitos B e T, células NK, monócitos e neutrófilos, de forma 

que agonistas canabinóides podem modular a liberação de citocinas e a 

migração destas células (JIANG et al., 2011).  
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Figura 3. Formulas químicas dos principais canabinoides com potencial anti-
inflamatório. As estruturas bidimensionais encontram-se simplificadas e não são a única 
conformação possível para estas moléculas. Na porção superior da figura encontram-
se dois fitocanabinoides derivados da Cannabis sativa, o Canabidiol (CBD - C₂₁H₃₀O₂) 
e o Tetrahidrocanabinol (THC - C₂₁H₃₀O₂). Na porção inferior da figura encontram-se 
quatros dos endocanabinoides mais conhecidos e estudados, a Anandamida (AEA - 
C22H37NO2), o Palmitoiletanolamida (PEA - C18H37NO2), o 2-araquidonilglicerol (2-AG -  
C23H38O4) e a Oleoiletanolamida (OEA - C20H39NO2). Adaptado de BURSTEIN e ZURIER 
(2009) e GUZMAN (2003). 

O primeiro endocanabinóide a ser isolado, em 1992, foi a Anandamida (AEA), 

sendo o primeiro ligante endógeno dos receptores canabinóides a ser 

identificado. Sua descoberta reacendeu a busca por outros ligantes endógenos 

deste sistema, que posteriormente passaram a incluir as N-acetiletanolaminas 

(NAEs), grupo que inclui AEA e outras moléculas como a Palmitoiletanolamina 

(PEA), uma versão mais curta e saturada, análoga à AEA (Figura 4); além de 
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outros endocanabinóides como a Oleoletanolamina (OEA), 

Stearoylethanolamide (SEA) e inúmeros outros (LAMBERT et al., 2002). As 

NAEs são encontradas em quase todos os tecidos de mamíferos e são 

normalmente produzidas sob demanda, podendo se acumular durante 

processos inflamatórios, de forma que seus efeitos anti-inflamatórios e 

imunomodulatórios já foram descritos em inúmeras patologias humanas e 

modelos experimentais (LAMBERT et al., 2002), como a colite (HARVEY et al., 

2014) e dor inflamatória (GUINDON et al., 2006). 



36 

 

 

 

 

Figura 4. Síntese e degradação de AEA e PEA. Aqui ilustram-se simplificações das 
principais vias de síntese e degradação comuns à AEA e PEA. Abreviaturas utilizadas: 
NAT – N-acetiltransferase dependente de cálcio; iNAT -  N-acetiltransferase 
independente de cálcio; NAPE – N-acilfofatidiletanolamina; NAPE-PLZ – fosfolipase 
hidrolizadora de NAPE; GDE – glicerolfosfodisterase; NAE – N-acetiletanolamida, OEA 
– Oleoiletanolamida; COX-2 – ciclo-oxigenase 2. 

Desta forma, tornam-se  interessante a investigação de endocanabinóides e 

seu papel na fisiopatologia da GVHD, já que estas moléculas endógenas são 

diferentemente seletivas para receptores CB1 (presente majoritariamente em 

tecido nervoso) e CB2 (periferia e células imunes) (ALBERICH JORDA et al., 

2004; IZZO et al., 2001; ROBINSON et al., 2015) (Figura 5). 
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Portanto, a hipótese deste projeto é que o tratamento com endocanabinóides 

possa modular a migração de leucócitos para os tecidos alvo da doença, bem 

como a produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, controlando a 

amplificação da resposta inflamatória, evolução da doença e mortalidade. Para 

tanto, decidimos investigar dois endocanabinoides que apresentam conhecida 

capacidade de se ligar à receptores CB2, Anandamida (AEA) (ROSS et al., 2001) 

e Palmitoilethanolamida (PEA) (LAMBERT et al., 2002).  

 

 

 

 
 
 
 
Figura 5. Localização dos Receptores Canabinoides. Distribuição clássica dos 
receptores CB1 e CB2 pelo corpo humano. É importante salientar que esta distribuição 
encontra-se simplificada e indica o predomínio de expressão de um receptor ou outro 
no sistema ou órgão investigado. Adaptado de (MUKHOPADHYAY et al., 2016; ZHOU 
et al., 2018) 
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OBJETIVOS 

2. Objetivo Geral 

Avaliar o efeito do tratamento com fármacos pertencentes ao grupo de 

endocanabinoides conhecido como N-acetiletanolaminas no controle da 

resposta inflamatória em camundongos submetidos à doença do enxerto-contra-

hospedeiro. 

2.1.  Objetivos Específicos 

2.1.1. Avaliar se a doença leva à alteração dos níveis de Anandamida 

endógena. 

2.1.2. Avaliar o efeito do tratamento com MAFP, um inibidor irreversível amida 

hidrolase de ácido graxo (FAAH), na sobrevida e aspectos clínicos dos animais 

2.1.3. Avaliar a similaridade estrutural entre AEA e PEA através de ancoragem 

molecular 

2.1.4. Avaliar o efeito do tratamento de AEA e PEA na: 

• sobrevida e evolução da doença; 

• sobre o enxertamento nos órgãos linfoides; 

• resposta inflamatória e recrutamento de linfócitos para os órgãos-alvo; 

• alteração de níveis das citocinas e quimiocinas envolvidas na GVHD 

aguda.  

2.1.5. Avaliar a participação dos receptores canabinóides clássicos nos efeitos 

ocasionados por estes fármacos através do uso de antagonistas específicos dos 

receptores CB1 (AM251) e CB2 (AM630). 
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3. METODOLOGIA 

3.1. Animais  

Camundongos com oito a doze semanas de vida, isogênicos das linhagens 

C57BL/6J, C57BL/6-GFP+ e BALB/C, machos, provenientes do Centro de 

Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO) e do Centro de 

Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ-MG). Os animais foram acondicionados em 

estante ventilada (Alesco® ES2), ambiente com temperatura controlada (23ºC ± 

2ºC), acesso livre à água e ração e ciclo claro-escuro de doze horas (7am-7pm).  

Os procedimentos experimentais retratados neste trabalho foram previamente 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal 

de Minas Gerais (CEUA-UFMG), estas permissões podem ser encontradas 

através dos protocolos 337/2014 e 203/2021. É importante esclarecer que este 

trabalho é parte de um projeto maior que correlaciona fitocanabinóides e 

endocanabinóides, sendo apresentado ao CEUA como um grande projeto e 

iniciado em 2014, entretanto os resultados que aqui seguem representam nossa 

investigação acerca de endocanabinóides, sendo continuidade de meu trabalho 

de mestrado e, portanto, foi necessária extensão do protocolo CEUA. 

3.2. Indução da doença do enxerto-versus-hospedeiro 

Os camundongos BALB/C de 8 a 12 semanas receberam duas doses de 

3,5Gy de radiação gama, fonte de Cobalto60, para ablação total de seu sistema 

imune. A seguir, estes animais receberam 3x107 esplenócitos e 1x107 células de 

medula óssea, de animais C57BL/6j ou BALB/C, através de injeção i.v. 

(CALCATERRA et al., 2008; CASTOR et al., 2012).  

Os animais doadores (C57BL/6j ou BALB/C) foram anestesiados através de 

injeção i.p. de 100 mg/Kg de cetamina junto à 10 mg/kg de xilazina em salina, 

sendo então eutanasiados por deslocamento cervical e embebidos em Álcool 

70% antes de serem levados à câmara de Fluxo laminar onde foi realizada a 
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extração de baço e medula. Para obtenção dos esplenócitos, o baço de 

camundongos doadores foi coletado através de incisão na porção lateral do 

abdome do animal doador. Os baços foram então imediatamente colocados em 

meio RPMI-1640 Cultilab® gelado. Em seguida os baços foram macerados e 

filtrados por Cell Strainer de Falcon® de nylon (70µm) [QTY 1 – Ref 352350] e 

transferidos para um falcoon (Figura 6 -A).  

As medulas foram obtidas a partir de fêmur e tíbia de animais doadores e 

coletadas com auxílio de uma seringa contendo RPMI 1640 e acoplada a uma 

agulha de 22 Gauge. A agulha foi inserida em um dos lados do osso e a medula 

foi extraída através da pressão ocasionada pela injeção do meio RPMI 1640 

(Figura 6 - B). 

Tanto as amostras de baço quanto medula foram centrifugadas à 1200 rpm 

por 5 minutos a 4º.C. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet remanescente foi ressuspendido em 10mL de meio RPMI-1640. Destes 

10ml, 10µL foram retirados e ressuspendidos em 900µL de RPMI-1640 e desta 

solução foram pipetados 50µL que foram homogeneizados com 50µL de azul de 

Tripan. Após esta diluição, as células foram contadas em câmara de Neubauer. 

Esta contagem foi realizada a fim de verificar a viabilidade celular e ajustar o 

número de células viáveis a serinjetadas no animal hospedeiro. 
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Figura 6. Obtenção de Esplenócitos e medula de camundongos doadores. Após a 
eutánasia de doadores C57BL/6j ou BALB/c os baços foram coletados por incisão 
lateral, porquanto as medulas foram obtidas do fêmur e tíbia destes animais. (A) o baço 
foi removido, macerado e filtrado em CellStrainer de 70 µm sendo mantido em 
RPMI1640. (B) A medula foi obtida de fêmur ou tíbia através da inserção de uma agulha 
de 22G acoplada a uma seringa de 3mL contendo RPMI1640, permitindo a expulção da 
medula diretamente para uma placa de petri contendo também meio de cultura. Imagem 
elaborada com auxílio do software Biorender.   

Nosso grupo controle foi formado por animais BALB/C que receberam 

transplante singênico contendo o mesmo número de esplenócitos e células de 

medula-óssea de outros animais BALB/C (Figura 7 - A), não apresentando 

reação do enxerto-contra-hospedeiro. Desta forma, os animais que receberam 

transplante alogênico, de animais C57BL/6j,  desenvolveram GVHD (CASTOR 

et al., 2010; CASTOR et al., 2011; EL-HAYEK et al., 2005) (Figura 7 - B). Para 

evitar infecções oportunistas enquanto ocorre o processo de enxertamento da 

medula transplantada, os animais receberam ciprofloxacino (70mg/L), no dia do 

transplante, sendo mantido durante os primeiros 7 dias após o transplante 

(BOCHER et al., 1999). Os tratamentos foram sempre iniciados com uma hora 

de antecedência ao início do regime de condicionamento, no caso do tratamento 

com antagonistas, este foi iniciado duas horas antes, para que o tratamento com 

o fármaco de interesse se desse no prazo acima citado. 



43 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7. Modelo experimental. Animais BALB/c passaram por ablação total de sua 
medula residente através de duas doses de 3,5Gy. Em seguida estes animais 
receberam transplante de 3x107 esplenócitos e 1x107 células de medula óssea de (A) 
doadores singênicos BALB/c ou (B) alogênicos C57BL/6j, de forma que este segundo 
grupo foi dividido em animais que receberam veículo ou o fármaco de interesse. 

3.3. Quantificação de Anandamida  

Ao sétimo dia após o transplante, animais que receberam transplante 

singênico ou alogênico, não tratados, foram eutanasiados por deslocamento 

cervical e seu sangue, fígado e intestino foram coletados. O fígado foi 

imediatamente alocado em um eppendorf e congelado em nitrogênio líquido, 

porquanto o sangue foi rapidamente centrifugado a 1200 RPM por 10 minutos a 

4ºC, sendo a fração de soro coletada e imediatamente congelada em nitrogênio 

líquido. O intestino foi rapidamente cortado em uma placa gelada, sendo a 

porção do jejuno-íleo isolada e lavada internamente com PBS-1x a 4ºC para 

remoção do conteúdo intestinal, sendo em seguida alocado em um eppendorf e 

congelado em nitrogênio líquido. As amostras foram armazenadas em freezer -

80ºC até análise.  

Para a quantificação, 100mg de fígado e jejuno-íleo ou 100μl de soro, foram 

homogeneizados com 1,0ml de metanol gelado através de um homogeneizador 

(Bead Ruptor - Omini international Inc, Georgia, USA) a 30Hz/10 minutos. Em 
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seguida a quantidade de proteína nas amostras foi quantificada través de ensaio 

de Bradford (Biorad, Munique, Alemanha), e a extração se deu através do 

método de BLIGH e DYER (1959). Desta forma, 500 μl deste homogenato em 

metanol recebeu 10 μl da solução de padrão interno, em uma concentração de 

500 ng/ml-1, sendo homogeneizada por 30 minutos a 30Hz, com adição de água 

e clorofórmio. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2000xG por 10 

minutos a 4ºC e a porção inferior equivalente à fase orgânica foi coletada. À 

porção superior remanescente foram adicionados 450 μl de clorofórmio e os 

passos anteriores foram repetidos para nova extração, após centrifugação a fase 

orgânica foi novamente coletada e acrescida à amostra anterior. As amostras 

foram então colocadas em uma centrifuga à vácuo por uma hora a temperatura 

ambiente para secagem. As amostras secas foram ressuspendidas em 50μl de 

MeOH/H2O (7:3 v/v) e esta solução foi injetada em Cromatografia Líquida 

Acoplada à Espectrometria de Massas (LC-MS/MS). 

Para a quantificação, as amostras foram comparadas a 10pmol do controle 

interno de Anandamida (AEA-d8), sendo realizadas no sistema de Ultra-Hight-

Performance Liquid Chromatography (UHPLC) (Nexera X2, Shimadzu-Kyoto, 

HO, Japan), acoplado a um espectrofotômetro de massa (TripleTOF 5600+; 

Sciex-Foster, CA, USA). Para a separação cromatográfica foi utilizada uma 

coluna Ascentis de 15cm x 2.1mm x 2,7μm. As fases móveis foram compostas 

de água e acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico. A análise de Monitoramento 

de Reações Múltiplas em alta resolução foi utilizada uma vez que o 

espectrofotômetro foi operado de maneira positiva. Os resultados estão 

expressos em picogramas de proteína por miligrama de tecido 

3.4. Tratamentos utilizados 

Em todos os experimentos realizados os animais foram divididos em: grupo 

singênico (BALB/c → BALB/c), que não recebeu tratamento; grupo veículo, 

composto de animais que receberam transplante alogênico (C57BL/6j → 

BALB/c) e foram tratados com o diluente do fármaco a ser avaliado; e, por fim, 
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grupo tratado, que recebeu o fármaco a ser avaliado diariamente, do dia da 

indução da GVHD até o término do experimento. Todos os tratamentos foram 

realizados por injeção i.p. Neste estudo os fármacos utilizados foram: 

• Anandamida (AEA): N-(2-Hidroxiethil)-5Z,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenamida.  

Doses avaliadas: 2,5 mg/kg, 5 mg/kg e 10mg/kg.  

Veículo: 1,25% etanol + 1,25% TocrisSolve em PBS1x.  

Marca: Cayman Chemical Company, Michigan, USA 

 

• Palmitoiletanolamida (PEA): N-(2-Hidroxiethil) hexadecanamida  

Dose: 1 mg/kg, 5 mg/kg e 10mg/kg. 

Veículo: 1,25% de etanol + 1,25% de DMSO em PBS1x 

Marca: Tocris®, Sellex, Sao Paulo, SP, Brasil 

 

• MAFP: ácido fosfonofluorídico  

Dose: 1mg/kg 

Veículo: 2,5% de Acetato de metila em PBS1x 

Marca: Tocris®, Sellex, São Paulo, SP, Brasil 

 

• Antagonista CB1 (AM251): N-(Piperidino-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-

diclorofenil)-4-methil-1H-pirazole-3-carboxamida 

Dose: 1mg/kg 

Veículo 2,5% DMSO em PBS1x 

Marca: Tocris®, Sellex, São Paulo, SP, Brasil 

 

• Antagonista CB2 (AM630): 6-Iodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil)ethil]-1H-indol-3-

il](4-methoxifenil)metanona 

Dose: 1mg/kg 

Veículo 5% ethanol + 5% Tween80 (Sigma) em PBS1x 

Marca: Tocris®, Sellex, São Paulo, SP, Brasil 
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• Agonista CB2 (JWH133): 6-Iodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil)ethil]-1H-indol-3-il](4-

methoxifenil)metanona 

Doses: 2,5 mg/kg, 5 mg/kg e 10mg/kg. 

Veículo 2,5% DMSO em PBS1x 

Marca: Tocris®, Sellex, São Paulo, SP, Brasil 

3.5. Análise de Similaridade molecular 

Como descrito anteriormente por LAMBERT et al. (2002), o PEA é uma 

molécula mais curta e saturada muito similar a AEA. Desta forma, optamos por 

avaliar se estas alterações de saturação na cadeia carbônica fariam deste 

análogo uma alternativa potencial no tratamento da GVHD, através de interação 

com o receptor CB2. Sendo assim, realizamos ensaios de ancoragem molecular 

e similaridade por sobreposição para definir se existe de fato analogia entre estas 

moléculas e se o PEA seria capaz de se ligar em receptores canabinóides, 

principalmente CB2, uma vez que este se mostrou importante no controle da 

resposta inflamatória da GVHD em trabalhos anteriores (BERG et al., 2021b), 

desempenhando importante atividade imunomoduladora e sendo um dos 

principais alvos da AEA (HRYHOROWICZ et al., 2021).   

3.5.1. Origem e detalhes dos datasets e modelos fonte 

Para esta investigação, AEA e PEA foram obtidos em suas entradas 

moleculares lineares simplificadas (simplified molecular-input line-entry system - 

SMILES). Seus respectivos SMILES foram adquiridos através da plataforma 

PubChem, sendo que para AEA foi utilizado o SMILES isomérico devido ao seu 

esteroisomerismo promovido pela cadeia alcenica, ou seja, sua natureza 

insaturada. O SMILES CCCCC/C=C\C/C=C\C/C=C\C/C=C\CCCC(=O)NCCO 

referente AEA pode ser encontrado sob o CID 5281969 (Figura 8 – A). Em 

relação ao PEA, foi utilizado o SMILES canônico 

CCCCCCCCCCCCCCCC(=O)NCCO, encontrado sob o CID 4671 (Figura 8 – B). 

Em ambos casos, os dados foram computados pelo OEChem2.3.0, onde 



47 

 

 

 

também foi realizado o ensaio de sobreposição das formas de menor energia do 

isômero bioativo da AEA e do PEA (Figura 8 -C) 

 

Figura 8. Analise de similaridade entre AEA e PEA. (A) Desenho estrutural simplificado 
da AEA seguida de seu SMILES e fórmula molecular. (B) Desenho estrutural 
simplificado da PEA seguida de seu SMILES e fórmula molecular. (C) Exemplificação 
de como foi conduzida a análise de similaridade por sobreposição das moléculas, 
utilizando as formas de melhor classificação de ambas as moléculas para avaliar a 
influência da contribuição estérica e eletrostática. Imagem obtida através do softare 
BioVia Discovery Studio 2020. 

O modelo cristalográfico do receptor CB2 humano foi utilizado para estas 

análises, tendo sido obtido através do Protein Data Bank sob o código 6KPC 

(HUA et al., 2020) (Figura 9). Este modelo foi obtido através de difração de raios-

X e apresentado em uma resolução de 3.20 Å. O agonista 7-[(6aR,9R,10aR)-1-

Hydroxy-9-(hydroxymethyl)-6,6-dimethyl-6a,7,8,9,10,10a-hexahydro-6H-

benzo[c]chromen-3-yl]- 7-methyloctanenitrile (AM12033 - C25H37NO3) descrito na 

cristalografia foi utilizado como controle positivo de interação agonista no sítio 

ortostérico de ligação do receptor. As coordenadas do sítio de ligação relativas 

ao controle positivo foram definidas como 9.58, 1.60, -46.70 (X,Y, Z), porquanto 

suas dimensões foram 14.55, 18.77 e 15.20, valores estes expressos em Å. 
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Figura 9. Estruturas cristalográficas do receptores canabinoides. Representação 
simplificada das estruturas dos receptores canabinoides (A) CB1 e (B) CB2, obtidos 
através de cristalografia por difração de raios-x. As imagens foram geradas com auxílio 
do softare BioVia Discovery Studio 2020 e a identificação de ambas as estruturas no 
Protein Data Bank encontram-se abaixo da identificação das estruturas.  

 
 

3.5.2. Análise in silico  

O fluxo de trabalho para esta análise envolveu três passos principais: 

preparação de ancoragem, ancoragem molecular e estudo de sobreposição. Na 

preparação de ancoragem, as energias estéricas dos ligantes foram minimizadas 

para obtenção do confôrmero mais estável.  Após este refinamento energético, 

as ligações saturadas ou ligações simples entre os átomos foram definidas como 

rotacionáveis, uma vez que existe um grau intrínseco de liberdade de movimento 

mediante a interpenetração coaxial de orbitais (ligações covalentes σ - σ). Por 

outro lado, ligações insaturadas, envolvendo elétrons π, foram definidas como 

não passiveis de rotação. Adicionalmente, as cargas foram atribuídas quando 

necessário, de acordo com os algoritmos selecionados e descritos a seguir. 

Moléculas de água foram excluídas desta análise, de forma que todas as 

simulações aqui descritas foram definidas como acontecendo no vácuo, 



49 

 

 

 

tratando-se de modelos de natureza preditiva. O objetivo deste passo foi 

padronizar as condições para o ancoragem molecular, conforme descrito por HE 

et al. (2020). 

O segundo passo desta investigação envolveu a ancoragem molecular, para 

o qual utilizamos o script AutoDock Vina e suas funções de classificação nativas 

(TROTT; OLSON, 2010). A região de ancoragem utilizou as mesmas 

coordenadas e tamanho previamente descritos, obtidos através do 

posicionamento do agonista seletivo no modelo cristalográfico. A exaustividade 

da análise foi definida como o máximo permitido pelo programa e os dez modelos 

de melhor classificação foram escolhidos para maior escrutínio. Desta forma, 

investigamos as possíveis conformações dos ligantes dentro do sítio de ligação 

do receptor CB2, elucidando possíveis modelos de ligação (SALMASO; MORO, 

2018). 

O terceiro e último passo desta investigação foi o ensaio de sobreposição, 

onde as formas de melhor classificação do AEA e PEA foram comparadas no 

software BioVia Discovery Studio 2020. Avaliamos a influência da contribuição 

estérica (atribuída às ligações covalentes) e eletrostática (conferida pelas 

cargas) nas moléculas sobrepostas. O principal objetivo desta análise foi verificar 

a similaridade conformacional entre AEA e PEA após o refinamento de 

ancoragem. 

3.5.3. Preparação de Ancoragem: Refinamento energético com AMBER 

Neste trabalho utilizamos o Assisted Model Building with Energy Refinement 

(AMBER) como algoritmo de minimização energética dos campos de força 

moleculares (CASE et al., 2005).  Os parâmetros para a implementação do 

AMBER foram: 100 iterações decrescentes de 0.02 Å, e 10 gradientes 

conjugados de 0.02 Å. O intervalo de atualização utilizado foi de 10 iterações, 

sendo que nenhum átomo foi fixado. O método de atribuição de cargas utilizado 

foi baseado em Gasteiger por meio da ferramenta ANTECHAMBER e do campo 
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de força ff14SB. Apesar do AMBER ter sido inicialmente proposto para avaliação 

de macromoléculas extremamente complexas, ele pode ser utilizado também 

para a minimização de pequenas moléculas para estudos de ancoragem 

molecular.  

Em essência, o AMBER é um método de minimização energética que leva em 

conta o somatório de todas as forças que atuam sobre o sistema, para estimar 

sua energia potencial (THOMAZ et al., 2022). A fórmula matemática utilizada 

para o refinamento energético no AMBER é apresentada na Figura 10.  

 
Figura 10. Cálculo de AMBER. A formula acima é uma simplificação da fórmula 
matemática utilizada para o refinamento energético através do AMBER. Os parâmetros 
base para este cálculo são as ligações entre átomos, os ângulos formados pela ligação 
de uma trinca de átomos, as possíveis torções entre estas ligações e a força de Van der 
Waals e força eletrostática. 

O refinamento de energia é realizado através da derivada da energia potencial 

total do sistema em relação à posição de cada átomo constituinte. Sendo assim, 

as forças atuantes  em cada elemento são somadas para se obter of valor de 

energial potencial total do sistema. Nesse sentido, o somatório da energia das 

ligações e diedros é próxima daquela definida pela força hamonica, de acordo 

com a lei de Hooke, sendo k_bi a constante elástica entre as ligações e k_ai a 

constante entre os ângulos; torções são calculadas por séries de Fourier 

(avaliando frêquencia através da soma n-definida de componentes senoidais); e 

a energia entre pares de átomos é calculada pelas energias de Van der Waals e 

eletrostática, considerando o equilibrio de distância (𝑟𝑖𝑗
0) e profundidade (𝜖). 

3.5.4. Ancoragem molecular 
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O ensaio de ancoragem do AEA e PEA foi realizado através de uma 

abordagem rígida/flexível da macromolécula e ligante, respectivamente. Desta 

forma, a interação com a macromolécula, ou seja, o receptor foi a resultante pós-

tratamento da estrutura do receptor CB2 humano (PDB: 6KPC), enquanto os 

ligantes foram AEA e PEA. A ancoragem foi realizado através do plugin 

AutoDock Vina, usando suas funções de classificação nativas. O software UCSF 

Chimera 1.15rc foi utilizado para as preparações de ancoragem e o software 

Biovia Discovery Studio 2020 foi utilizado para visualização dos dados, bem 

como para renderizar os mapas de interação 2D e os modelos 3D (Figura 11). 

 

Figura 11 . Ancoragem Molecular. Através das coordenadas obtidas pelo controle 
positivo de agonista CB2 foi possível avaliar a capacidade de ligação e as interações 
ocasionadas por esta ligação tanto para (A) AEA, demostrada primeiramente à distância 
e depois em detalhe (B); quanto para PEA, também à distância (C) e em detalhe (D). 
(E) Sobreposição das moléculas com suas respectivas formas de maior classificação. É 
importante ressaltar que o receptor não é apresentado por completo, uma vez que o 
foco aqui é demonstrar seu sítio ortostérico. Imagens obtidas com software BioVia 
Discovery Studio 2020. 

Desta forma, o ensaio envolveu a deleção de moléculas de solvente e adição 

automática de cargas de hidrogênio de acordo com o tipo de ligação seguindo o 

método de Gasteiger (PETTERSEN et al., 2004). Ademais, o volume do sítio de 
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ligação para ancoragem foi de 4151.17 Å3 nas coordenadas já mencionadas, 

definidas pelo modelo de difração de raios-x de 6KPC. 

A exaustividade de ancoragem foi estipulada para 8.0 e o máximo de diferença 

de energia de 3 kcal mol-1, permitindo a análise da interação dos 10 modelos de 

maior classificação de ancoragem. A análise de interações eletrostáticas leva em 

conta a distância entre os átomos e sua afinidade eletrônica para atribuir um tipo 

específico. 

3.5.5. Estudo de Sobreposição 

O estudo de sobreposição molecular foi realizado com as conformações de 

maior classificação obtidas do AEA e PEA após o ensaio de ancoragem, 

utilizando o software BioVia Discovery Studio 2020. As duas principais variáveis 

para esta análise foram as contribuições estéricas e eletrostáticas destas 

moléculas. Cada contribuição foi avaliada com fator de início de 10% e foi 

acrescida de forma linear em intervalos regulares de 10% até o total de 90%. 

Isso foi realizado para verificar os maiores contribuintes de similaridade 

conformacional entre as moléculas (Figura 12). 

 

Figura 12.Sobreposição das formas de maior classificação após análise de ancoragem 
molecular. AEA (laranja) e PEA (roxo) podem ser vistas em sobreposição através da 
imagem 3D gerada pelo software BioVia Discovery Studio 2020. Oxigênios são 
representados em vermelho e Nitrogênios em azul.  
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3.6. Avaliação dos parâmetros clínicos 

Foi realizado o acompanhamento  dos parâmetros clínicos da GVHD, a cada 

2 dias, através de escala clínica, com pontuação de 0 a 14 (CASTOR et al., 2010; 

CASTOR et al., 2011). Esta escala avalia a variação do peso corporal; aspecto 

do pelo dos camundongos; descamação da pele, atividade do camundongo; 

postura em flexão do tronco e ocorrência de diarreia, bem como anotação dos 

casos de mortalidade nos grupos (Tabela 1). Para evitar sofrimento animal foi 

implementada uma linha de corte de 11 pontos na escala clínica (BERG et al., 

2021a). Deve-se observar que, perante o quadro de letargia grave o animal não 

se movimentava mesmo sob estímulo, este quadro se associava a pontuação de 

linha de corte, resultando na eutanásia do animal e a contabilização deste como 

evento de morte para análise de sobrevida.  
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3.7. Análises bioquímicas 

Órgãos alvos foram retirados 7 dias após o transplante e congelados em 

freezer -20º ou imediatamente processados paras as análises que seguem: 

3.7.1. Detecção de citocinas e quimiocinas 

Os kits para ELISA de camundongo foram obtidos da R&D Systems (DuoSet). 

Cem miligramas da porção jejuno-íleo do intestino delgado dos animais foram 

homogeneizados com PBS contendo antiproteases (0,1 mM PMSF, 0,1 nM 

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

O ensaio Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) foi realizado seguindo 

as instruções do fabricante (R&D System), sendo lido em espectrofotômetro, em 

um comprimento de onda de 492nm.  

Para obtenção do homogenato de intestino, 100mg foram coletados da porção 

correspondente ao jejuno-íleo. Esta amostra foi homogeneizada em tampão de 

extração de citocinas (PBS+ 0,1mM PMSF, 0,1nM bezotonio clorídrico, 10mM 

EDTA, aprotinina A, 0,05% Tween 20, BSA e NaCL) na concentração de 1ml de 

solução para cada 100mg de tecido, com auxílio de um homogeneizador de 

tecidos (IKA® T10 Basic Ultra-Turrax®). Este homogenato foi centrifugado a 

10.000 rpm por 10 minutos à 4ºC, para posterior coleta do sobrenadante, que foi 

utilizado para o ELISA. Para o ensaio de ELISA foram seguidas as instruções do 

fabricante (R&D System); a leitura das amostras foi realizada em um aparelho 

de espectrofotometria no comprimento de onda de 490nm. O valor de 

absorbância das amostras foi determinado pelo próprio aparelho através da 

comparação da amostra com a curva de diluição padrão, sendo que a 

concentração do primeiro ponto foi fornecida pelo fabricante. Foram avaliadas 

CCL2, CCL3, CCL5, TNF, IFN e IL-10.  
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3.7.2. Quantificação dos parâmetros histopatológicos da reação 

inflamatória ocasionada pela GVHD 

Ao sétimo dia após a indução da GVHD, foi realizada a eutanásia dos animais. 

Após a eutanásia foram coletadas porções de jejuno-íleo e fígado. Os intestinos 

foram removidos por completo, lavados com PBS-1x para remoção do conteúdo 

intestinal. Foi então separada a porção correspondente ao jejuno e íleo, com o 

auxílio de um bisturi foi realizada abertura longitudinal do desta porção e o 

conteúdo fecal remanescente foi cuidadosamente removido. Este tecido foi 

então espiralado e condicionado em cassetes de plásticos e conservados em 

PFA10%, conforme descrito por ARANTES e NOGUEIRA (1997). Após 24h 

estas amostras foram transferidas para álcool 70%. O processamento das 

amostras se deu através de desidratação progressiva por subsequentes 

passagens de etanol nas concentrações de 80%, 90% e absoluto, de forma que 

cada etapa teve duração de 30 minutos. Em seguida, foi realizada a diafanização 

com Xilol, duas passagens de 20 minutos cada, e as amostras foram, por fim, 

embebidas em parafina líquida. Os blocos originários deste processamento 

foram utilizados para obtenção de cortes de 5µm de espessura. Os cortes foram 

afixados em lâminas para posterior desparafinização por Xilol e álcool (duas 

passagens de 20 minutos para o primeiro e uma passagem de 2 minutos para 

cada concentração decrescente previamente descrita de álcool).  

O lobo superior do fígado foi utilizado para a análise histopatológica, 

porquanto as demais porções foram utilizadas para análises bioquímicas. O 

preparo da amostra seguiu o mesmo protocolo acima descrito para o intestino.  

Para ambos os tecidos foi realizada a coloração H&E, LSAB®+system, HRP 

Peroxidase Kit (Dako, Carpinteria, CA) e incubados em 3,3’-Diaminobenzidina 

em chromogen solution (Dako) por 2 a 5 minutos em temperatura ambiente. 

Então os tecidos foram contra corados com hematoxilina, para a análise e 

quantificação dos parâmetros histopatológicos da reação ocasionada pela 

GVHD como descrito em CASTOR et al. (2010). 
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Tabela 2. Critérios utilizados para avaliação histopatológica de secções de 

Jejuno-íleo. A análise histopatológica do intestino teve por foco a região do 

Jejuno-íleo e as alterações encontradas em seu epitélio, lâmina própria, 

camada muscular e serosa foram pontuadas. 

Critérios avaliados no Jejuno-íleo 

 Epitélio Lâmina Própria Camada Muscular e Serosa 

0 
Sem alterações 

perceptíveis. 
Aspecto normal. Sem alterações perceptíveis. 

1 

Alterações 
reacionais 

discretas com 
desorganização e 

distanciamento 
celular. 

Hiperemia e edema 
discretos associados a 

infiltrado discreto de 
células mononucleares. 

Infiltrado discreto de células 
mononucleares e edema na 

camada serosa. 

2 
Alterações/perda 
da arquitetura das 
criptas e epitélio. 

Hiperemia e edema 
moderados associados a 

infiltrado moderado de 
células mononucleares. 

Infiltrado moderado e focal de 
células mononucleares em 

ambas as camadas. 

3 

Alterações 
proliferativas 
nucleares e 
hiperplasia. 

Intensa hiperemia e 
edema associados a 

intenso infiltrado 
inflamatório e alargamento 

das vilosidades. 

Infiltrado intenso de células 
mononucleares associada a 
alterações inflamatórias em 

ambas as camadas. 

Ao término da avaliação foi realizado somatório das notas para as três 

categorias e cada lâmina foi classificada de acordo com o total obtido, sendo 

que, ao receber pontuação de 0-3 era considerada normal ou com alterações 

discretas; 4-6 alterações moderadas; 7-9 alterações intensas. 
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Tabela 3. Critérios utilizados para avaliação histopatológica de secções de 
Fígado. A análise histopatológica no fígado teve como principais alvos as 
alterações do parênquima e achado de infiltrado inflamatório nas regiões 
periportal e intralobular. 

Critérios avaliados no Fígado 

Parênquima Infiltrado inflamatório 

0 Sem alterações perceptíveis. Ausente ou raro 

1 
Alterações discretas com focos de 

vacuolização citoplasmática e 
eosinofilia. 

Infiltrado discreto na região periportal 

2 
Alterações na morfologia celular, 
vacuolização difusa, alterações 

nucleares 

Infiltrado discreto ou moderado nas 
regiões periportal e intralobular 

3 

Morte hepatocitária, vacuolização 
difusa, alterações morfobiológicas 

celulares e mudança na conformação 
do núcleo. 

Infiltrado acentuado nas regiões 
periportal e intralobular 

 

3.7.3. Análise do acúmulo de células T por Citometria de fluxo 

Amostras de baço, linfonodos, fígado e intestinos foram coletadas e 

maceradas, sendo mantidas em RPMI enriquecido com 10% de soro fetal 

bovino (SFB), seguido de centrifugação a 1200 RPM por 5 minutos à 4ºC. 

Sendo tratadas com ACK por cinco minutos, para remoção de hemácias.  

O protocolo para obtenção de células de baço compreendeu as seguintes 

etapas: as amostras foram maceradas e mantidas em RPMI enriquecido com 

10% de soro fetal bovino (SFB), seguido de centrifugação a 1200rpm (~350G) 

por 5 minutos à 4ºC. As amostras foram tratadas com ACK por cinco minutos, 

para remoção de hemácias. Em seguida as amostras foram ressuspendidas 
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em PBS-1x, centrifugadas e então ressuspendidas em 1mL de RPMI 

enriquecido com SFB. As células viáveis foram então contadas em câmara 

de Neubauer, marcadas com anticorpos fluorescentes e a amostra foi diluída 

em FacsBuffer para leitura.  

O jejuno-íleo foi retirado e lavado com PBS para remoção do conteúdo 

intestinal. O tecido foi então homogeneizado e colocado em um Falcon 

contendo uma solução de PBS+5mM EDTA+10mM Hepes sendo alocado por 

20 minutos no homogeneizador de soluções (PhoenixLuferco®). Após este 

período a amostra foi centrifugada à 1500RPM/5´/20ºC e o sobrenadante foi 

descartado. O pellet remanescente foi então ressuspendido em solução de 

HEPES sendo novamente homogeneizado por 20 minutos e em seguida 

centrifugado e o sobrenadante descartado. O pellet foi então lavado duas 

vezes com RPMI 1640 e centrifugado 1200RPM/10´/20ºC, o sobrenadante 

foi novamente descartado e o pellet foi ressuspendido em uma solução de 

9mg de Colagenase Tipo IV Sigma-Aldrich® em 10ml de meio RPMI, sendo 

mantida por 90 minutos no homogeneizador de soluções.  A solução 

resultante foi filtrada em membrana cell strainer Falcon® de nylon (70µm) 

para remoção de quaisquer pedaços remanescentes, sendo a membrana 

lavada repetidamente com RPMI, para reduzir a perda de células viáveis. A 

amostra foi então centrifugada a 1500RPM/10´/20ºC e o pellet foi 

ressupendido em 1ml de meio RPMI para contagem na câmara de Neubauer 

conforme descrição prévia.   

Para a marcação de superfície celular (CD3, CD4, CD8, CD11b e CD28) 

com os anticorpos, foram adicionados 20µl de mix para cada 1x106 células, 

este mix foi preparado em Facs buffer (PBS/BSA 1%) de acordo com as 

diluições dos anticorpos propostos pelo fabricante. As amostras foram 

incubadas por 30 minutos e então lavadas individualmente com 200µl de 

PBS1x 4ºC e centrifugadas a 2000RPM/5´/4ºC. Em seguida foram 

ressuspendidas em 300µl de Facs Buffer.  

Após a marcação de superfície celular, foi realizada a marcação 

intracelular, para tanto, as amostras foram ressuspendidas em 200µl de 
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formol 2% e incubadas por 15 minutos à temperatura ambiente. Este passo 

foi realizado para que a primeira marcação pudesse ser fixada. Em seguida 

as amostras foram centrifugadas a 2000RPM/5´/4ºC e o sobrenadante foi 

descartado. Os pellets foram ressuspensos em 300µl de BD Perm/Wash™ 

buffer e incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. As amostras 

foram então centrifugadas a 2000RPM/5´/4ºC e o sobrenadante descartado. 

Foi adicionado em seguida 40µl de anticorpo anti-FoxP3 diluído em de BD 

Perm/Wash™ buffer e incubado por 45 minutos à temperatura ambiente. As 

amostras foram lavadas com 200µl de PBS1x e centrifugadas a 

2000RPM/5´/4ºC. A amostra foi, então, ressuspensa em 300µl de PBS/BSA 

1% e lidas em leitor FacsScalibur®. 

Para obtenção de células do fígado, as amostras foram maceradas e 

acondicionadas em um Falcon de 50mL com solução de EGTA 2,4M (em 

450mL de H2O + 1,42M NaCl + 67mM KCl + 100mM Hepes) sendo então 

colocadas em um homogeneizador de soluções (PhoenixLuferco®) por 10 

minutos. As amostras foram então centrifugadas à 1200RPM/5´/4ºC, 

sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido na mesma solução de 

EGTA 2,4M sendo novamente centrifugadas à 1200RPM/5´/4ºC, 

sobrenadante descartado e então ressuspendidas em uma solução de 

albumina 0,5% (junto à NaCl 67mM; KCl 6,7mM; Hepes 100mM; em H2O). 

Em seguidas as células foram marcadas através do protocolo de marcação 

de superfície celular e intracelular já descrito.  

A medula foi utilizada para marcação de H2Db e H2Dd para avaliação de 

quimerização, sendo estes haplotipos de MHCI de C57BL/6j e BALB/c, 

respectivamente. Para tanto, as células foram obtidas através da lavagem de 

fêmurs dos camundongos, sete dias após a indução, em seguida, foi utilizado 

o protocolo de marcação de superfície celular já descrito. 

Os dados obtidos pelo leitor FacsScalibur® foram analisadas através do 

programa FlowJo® versão X-10, sendo que cada marcador foi analisado 

conforme seu respectivo data-sheet ou com base em análises já 
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estabelecidas na literatura (Rezende, 2017; Weber, 2014; Barbesti, 2005; 

Adan, 2017).  

3.7.4. Estratégia de Gate para análise de Citometria de Fluxo 

A estratégia de utilizada para análise de marcadores de superfície celular 

resume-se em primeiro realizar a diferenciação das populações celulares através 

de tamanho e granulosidade, seguida da remoção de células duplicadas ou em 

grupos. Para este trabalho apenas a população de linfócitos foi utilizada em 

fígado e intestino. A população de linfócitos foi então analisada para identificação 

de células CD3+ e dentro desta população puderam ser isoladas células CD4+ e 

CD8+. A partir destas populações foi possível verificar a expressão de CD28 

através de histograma, permitindo a quantificação da ativação celular destas 

populações (Figura 13). 

 

Figura 13. Estratégia de Gate. (A) Amostra inicial separada por granulosidade e 
tamanho. (B) Separação de células únicas dentro da população de granulócitos. (C) 
Separação de células únicas dentro da população de monócitos. (D) Separação de 
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células únicas dentro da população de Linfócitos. (E) Identificação da população de 
células CD3+. (F) Identificação das populações de células CD4+ e CD8+. (G) Intensidade 
média de fluorescência de células CD28 dentro da população de células CD3+CD8+. (H) 
Intensidade média de fluorescência de células CD28 dentro da população de células 
CD3+CD4+. 

A análise de FoxP3, um marcador intracelular se deu pela separação de 

linfócitos, seguida da separação de células CD4+CD25+ e dentro desta 

população foi possível avaliar a intensidade média de fluorescência de FoxP3, 

caracterizando células T regulatórias (Figura 14). 

 

Figura 14 - Análise de FoxP3.  (A) Amostra inicial de células do intestino com seleção 
de linfócitos totais. (B) Identificação das populações de células CD4+ e CD25+. (C - D) 
Intensidade média de fluorescência de células FoxP3 dentro da população de células 
CD4+CD25+.  

3.8. Rolamento e Adesão 

Para este experimento, foram utilizados animais C57BL/6j-GFP+ como 

doadores para os animais BALB/c que receberam transplante alogênico. Ao 

sétimo dia pós-indução da GVHD os animais foram anestesiados através de 

injeção i.p. de 100 mg/Kg de cetamina junto à 10 mg/kg de xilazina em salina. O 

tratamento com os endocanabinoides ou seus respectivos veículos foi realizado 

uma hora antes do procedimento cirúrgico.  O animal anestesiado foi posicionado 

em uma placa aquecida à 37ºC (Figura 15 - A). O mesentério foi cuidadosamente 

exposto através de uma incisão longitudinal na porção distal do abdome do 

animal, sendo o mesentério estendido em uma abertura transparente da placa, 

permitindo a passagem da luz. Para garantir a hidratação e proteção do órgão, 

o mesentério foi estendido em papel filtro umedecido com PBS-1x. Foi utilizada 
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a objetiva de 20x de um microscópio intravital (Nikon, ECLIPSE 50i, 20x objective 

lens) para exame da microvasculatura mesentérica e intestinal. Células em 

rolamento foram definidas como aquelas que se moviam aquém à velocidade 

das demais, especialmente em relação aos eritrócitos. Esta análise foi realizada 

por 1 minuto e em vênulas de 40-60µm de espessura (Figura 15 - B). Por sua 

vez, células foram consideradas aderentes quando permaneceram em um 

mesmo ponto do vaso por mais de 30 segundos, seguindo os mesmos 

parâmetros de tamanho, já descritos, e em um comprimento de 100µm (Figura 

15 - C). 

 

Figura 15. Intravital em microscópio confocal. (A) Desenho esquemático de como o 
mesentério foi exposto durante o procedimento, de forma que o animal encontrava-se 
sob efeito de anestesia em alocado em uma placa de 37ºC. (B) Zoom de vaso para 
exemplificar como foi realizada a análise de rolamento durante um minuto de vídeo. (C) 
Imagem representativa de como foi realizada a análise de adesão das células. 
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3.9. Análise estatística 

Os dados foram primeiramente analisados pelo teste de Shapiro-Wilk para 

distribuição normal, de forma que este teste será utilizado como indicativo para 

a posterior utilização de um teste paramétrico ou não-paramétrico. Para dados 

paramétricos foi realizado o teste de Grubb’s (alpha = 0,05) para remoção de 

outliers.  

O teste de múltiplas comparações por one-way Anova foi utilizado a fim de 

verificar a existência de diferenças estatísticas entre os grupos, com pós-teste 

de Bonferroni, uma vez que este usa como principal fator a diferença entre as 

médias dos grupos, sendo ideal para análises paramétricas e, portanto, também 

para nossos dados, uma vez que houve predominância de distribuição 

gaussiana em nossos dados.  

Para amostras com predominância de mais de 33% dos grupos em 

distribuição não-gaussiana foi realizado o teste de múltiplas comparações 

Kruskal-Wallis, com pós-teste de Dunn, no qual a variância é o fator 

determinante. As amostras foram consideradas diferentes para P<0,05 e os 

resultados estão expressos em gráficos de dispersão contendo média. Todas as 

análises foram realizadas através do programa GraphPadPrism® versão 8.0.2.  
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4. RESULTADOS  

4.1. A GVHD não altera os níveis de AEA endógena 

Através de LC-MS/MS, verificamos a produção de AEA no intestino, soro e 

fígado de animais que receberam transplante singênico ou alogênico, este último 

desenvolvendo GVHD. De maneira muito interessante, a indução da GVHD não 

levou a alterações nas concentrações de AEA no jejuno-íleo ou séricos nos 

animais com GVHD quando comparados ao grupo que recebeu transplante 

singênico, P= 0,5750 e P= 0,1456, respectivamente. Entretanto, houve aumento 

da concentração de AEA no fígado de animais com GVHD quando comparado 

ao fígado de animais que receberam transplante singênico (P= 0,0192) (Tabela 

2) 

Tabela 4. Quantificação de AEA. Os níveis de AEA foram quantificados através 
de LC-MS/MS e estão expressos em picogramas por miligrama de amostra 
obtida.  

QUANTIDADE DETECTADA DE AEA (PG/MG) 

AMOSTRA Jejuno-íleo Soro Fígado 

BALB/C → BALB/C 8.8±1.2 260±23.85 5.48±0.7 

C57BL/6J → BALB/C 10.3±2.6 202.5±22.62 13.6±3.3* 

 

4.2. MAFP aumenta sobrevida de animais com GVHD 

Os animais BALB/c que receberam transplante alogênico de medula e 

esplenócitos foram tratados com MAFP uma hora antes da indução da doença e 

continuaram a ser tratados nos dias subsequentes para que a mortalidade fosse 

observada. O tratamento com MAFP, um potente inibidor irreversível da enzima 

FAAH foi capaz de aumentar a sobrevida dos animais quando comparado ao 

grupo veículo (P = 0,0077), não sendo diferente do grupo singênico (P = 0,3173), 

porquanto o grupo veículo apresentou diferença estatística também do grupo 
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singênico (P = 0,0020) (Figura 16 - A). Observa-se, porém, que o tratamento com 

MAFP foi capaz de reduzir a escala clínica dos animais, quando comparado ao 

grupo veículo, no 10º, 14º, 16º e 20º dias (P<0,05), entretanto tanto o grupo 

MAFP quanto o veículo apresentaram diferença significativa do grupo singênico 

a partir do 4º dia após a indução (Figura 16 - B). Não houve diferença significativa 

entre veículo e MAFP em relação à perda de peso, e ambos se mostraram 

diferentes do grupo singênico, sendo que o grupo veículo apresenta esta 

diferença a partir do 6º dia (P = 0,0169) e o mesmo só passou a ocorrer com 

MAFP ao 12º dia (P = 0,0373) (Figura 16 - C). Desta forma, ao inibir a ação da 

enzima FAAH, responsável pela hidrólise de AEA em ácido araquidônico e 

etanolamina (SCHICHO; STORR, 2014), ocorre um aumento dos níveis de AEA 

endógena (CIPPITELLI et al., 2008; PANLILIO et al., 2016; SOLINAS et al., 

2006).  

 

Figura 16 - Tratamento com MAFP, inibidor seletivo não-reversível da enzima FAAH. 
(A) O tratamento com MAFP levou ao aumento de sobrevida quando comparado ao 
grupo veículo. (B) O tratamento levou à redução dos sinais clínicos quando comparado 
ao grupo veículo. (C) Não houve diferença entre grupo MAFP e grupo Veículo em 
relação à variação de peso. N=5 para todos os grupos. A sobrevida foi verificada através 
do teste de Log-rank (Mantel-Cox), sendo os grupos considerados diferentes para 
P<0,05. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em análise de 
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multiplas comparações para entrontrar diferenças (P<0,05) entre os grupos.* representa 
diferença em relação ao grupo singênico e # em relação ao grupo veículo.  

Entretanto, alguns autores discutem que MAFP é menos ativo no organismo 

murino, indicando uma possível degradação metabólica ou dificuldade em seu 

transporte, não sendo, portanto, um fármaco ideal para tratamento in vivo 

(QUISTAD et al., 2001). Ademais, existem importantes diferenças entre a FAAH 

humana e murina, de forma que um inibidor com eficácia comprovada em 

camundongos não será necessariamente eficaz em humanos (DI VENERE et 

al., 2012). A AEA, entretanto, é evolutivamente preservada e sua estrutura é 

comum a grande parte dos mamíferos e até mesmo alguns invertebrados 

(ELPHICK et al., 2003). Portanto, nosso próximo passo foi avaliar se o 

tratamento com AEA de origem exógena poderia também melhorar os 

parâmetros clínicos dos animais e aumentar a sobrevida.  

 

4.3. Tratamento com Anandamida exógena aumenta a sobrevida 

de animais com GVHD   

Seguindo o protocolo anteriormente apresentado, os animais BALB/c que 

receberam transplante alogênico foram tratados diariamente com AEA ou seu 

veículo para avaliação de seus efeitos sob a mortalidade e morbidade 

associadas à GVHD. Foram avaliadas as doses de 2,5mg/kg, 5mg/kg e 10mg/kg 

de AEA. O tratamento com AEA 2,5mg/kg levou a 40% de sobrevida, não sendo 

diferente do grupo veículo (P=0,1260) e sendo diferente do grupo singênico 

(P=0,004); AEA 5mg/kg promoveu 50% de sobrevida, sem, entretanto, ser 

diferente do grupo veículo (P=0,0547) e ainda sendo diferente do grupo 

singênico (P=0,0115); AEA 10 mg/kg levou a 60% de sobrevida, sendo diferente 

do grupo veículo (P=0,0067), ainda sendo diferente do grupo singênico 

(P=0,0293) (Figura 17 - A). 
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Em relação aos sinais clínicos, os grupos tratados com AEA e o grupo veículo 

demonstraram diferença e relação ao grupo singênico a partir do terceiro dia 

após o transplante (P<0,05); de forma que AEA 2,5mg/kg e AEA 10mg/kg 

apresentaram diferença em relação ao grupo veículo ao 3º e 4º dia após o 

transplante, enquanto AEA 10mg/kg reduziu os clínicos a partir do 12º dia, 

quando comparado ao grupo veículo (Figura 17 - B).  

Ao comparar a variação de peso entre os grupos encontrou-se que o grupo 

veículo apresenta variação em relação ao grupo singênico a partir do 6º dia após 

indução (P=0,0032) permanecendo diferente até o fim do experimento. Por fim, 

os grupos tratados com AEA apresentaram-se diferentes do grupo singênico a 

partir do 7º dia (P=0,0025); não houve diferença entre o grupo veículo e os 

grupos que receberam AEA em relação à variação de peso (Figura 17 - C). Desta 

forma, este endocanabinóide, quanto utilizado como tratamento i.p., foi eficaz em 

promover aumento de sobrevida nos animais e a dose de 10mg/kg foi escolhida 

para os demais protocolos, uma vez que levou ao maior aumento de sobrevida. 

Para investigar o mecanismo por detrás deste aumento em sobrevida, decidimos 

investigar os aspectos fisiológicos os animais nos protocolos que seguem.  
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Figura 17. Tratamento com Anandamida exógena. Animais que receberam transplante 
alogênico foram tratados com Veículo ou AEA, nas concentrações de 2,5mg/kg, 5 
mg/kg, 10mg/kg. (A) Efeito dos tratamentos na sobrevida. (B) Escala clínica. (C) 
Variação de peso em gramas. N=5 para todos os grupos. A sobrevida foi verificada 
através do teste de Log-rank (Mantel-Cox), sendo os grupos considerados diferentes 
para P<0,05. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em análise 
de multiplas comparações para entrontrar diferenças (P<0,05) entre os grupos.* 
representa diferença em relação ao grupo singênico e # em relação ao grupo veículo. 

 
 

4.4. Tratamento com AEA não interfere no processo de 

enxertamento 

Através de citometria de fluxo analisamos a porcentagem de enxertamento 

das células transplantadas. O quimerismo foi determinado pela porcentagem de 

células que expressam H2d em comparação às que expressam H2b. Desta 

forma, em camundongos BALB/c, que naturalmente expressam H2d, após 7 dias 

do transplante observou-se que tanto medula quanto baço estavam povoados 

predominantemente por células H2b, indicando o sucesso do transplante e do 

enxertamento das células transplantadas (Figura 18 - A). É interessante observar 

que não houve diferença entre o grupo tratado com AEA e o grupo veículo tanto 
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na medula (H2d P=0.9300; H2b P=0.4200 – Figura 18 - B), quanto no Baço (H2d 

P=0.7384; H2b P=0.5155 - Figura 18 - C).  

 

Figura 18. Processo de enxertamento. (A) Etapas do processo de enxertamento, 
essencial para que ocorra o quimerismo do animal com GVHD. (B) Porcentagem de 
enxertamento analisada na medula de animais que receberam transplante alogênico, 
após 7 dias do transplante. (C) Porcentagem de enxertamento analisada no baço de 
animais que receberam transplante alogênico, após 7 dias do transplante. N=5 para 
todos os grupos. Teste T de Student, paramétrico, não-pareado e bicaudal foi utilizado 
para avaliar se havia significancia entre as médias dos grupos (P<0,05).* representa 
diferença em relação ao grupo singênico e # em relação ao grupo veículo. 

 

4.5. AEA não altera o perfil linfocitário no baço 

O baço dos animais dos três grupos foi coletado ao 7º dia após o transplante 

e observou-se que não houve redução no número de granulócitos, monócitos ou 

linfócitos totais no baço dos animais tratados com AEA quando comparado ao 

grupo veículo (Figura 19 – A-C). Não houve também diferença em relação ao 

número de linfócitos T CD3+, T CD3+CD4+ ou T CD3+CD8+ entre os grupos 

(Figura 19 – D-F), porquanto também não foi encontrada diferença na ativação 
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das células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ (Figura 19 – G-H). Finalmente, acerca do 

número de células CD4+CD25+ não houve também diferença em relação à 

veículo e AEA, havendo, entretanto, aumento no número destas células em 

relação ao grupo singênico (P = 0,0163). De forma interessantes, em relação ao 

MFI de FoxP3 ambos os grupos que receberam transplante alogênico, veículo e 

AEA, apresentaram redução de sua expressão quando comparados ao grupo 

singênico (P<0,0001 em ambas as comparações) (Figura 19 - I-J).  

 

Figura 19.  Citometria de fluxo de baço. (A) Número de monócitos. (B) Número de 
granulócitos. (C) Número de Linfócitos. (D) Número de linfócitos CD3+. (E) Número de 
linfócitos CD3+CD4+. (F) Número de linfócitos CD3+CD8+. (G) Intensidade média de 
fluorescência de CD28 dentre a população de linfócitos CD3+CD4+. (H) Intensidade 
média de fluorescência de CD28 dentre a população de linfócitos CD3+CD8+. (I) Número 
de linfócitos CD4+CD25+. (J) Intensidade média de fluorescência de FoxP3 dentre a 
população de linfócitos CD4+CD25+. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com 
Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para 
entrontrar diferenças (P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 
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4.6. Anandamida protege o intestino 

4.6.1. Análise histopatológica 

Os animais foram eutanasiados e seus intestinos foram coletados e 

processados sete dias após a indução da GVHD, em análise cega dos cortes 

corados com H&E (Figura 20 - A-F) o patologista indicou que houve diferença 

entre o grupo tratado com AEA e o grupo veículo (P= 0,0256), de forma que o 

grupo veículo também foi diferente do singênico (P <0,0001), assim como o 

grupo AEA (P=0,0048) (Figura 20 - G). Desta forma, o tratamento foi eficaz em 

reduzir o escore histopatológico dos intestinos, mas não suficiente para abolir o 

processo inflamatório local. Evidencia-se, entretanto, a redução de infiltrado 

inflamatório, maior preservação da arquitetura das criptas e paredes intestinais, 

bem como a redução do espessamento da camada muscular em decorrência ao 

tratamento com AEA ao ser comparado ao grupo veículo. Portanto, decidimos 

investigar se existiam alterações nas citocinas e quimiocinas relacionadas ao 

processo inflamatório, assim como acerca do perfil linfocitário neste órgão. 
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Figura 20. Análise histopatológica do intestino. (A) Imagem representativa do grupo 
Singênico. (B) Imagem representativa do grupo veículo. (C) Imagem representativa do 
grupo tratado com AEA. Em detalhe observa-se a em detalhe (D – F) a região basal 
onde foi encontrado aumento de infiltrado inflamatório no grupo veículo (G) Score 
histopatológico baseado nas lâminas coradas em H&E dos três grupos experimentais. 
N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado 
em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças (P<0,05) entre os 
grupos.*representa nível de significancia de P. 

 

4.6.2. Análise de mediadores pró-inflamatórios 

Foram analisados os seguintes mediadores pro-inflamatórios: CCL2, CCL3, 

CCL5, TNFα e INFγ. Analisamos também o mediador anti-inflamatório IL-10. De 

maneira muito interessante, não houve alteração no perfil dos mediadores pró-

inflamatórios no grupo AEA em relação ao grupo veículo e tanto AEA quanto o 

grupo veículo apresentaram resultados diferentes do grupo singênico para 

CCL2, CCL3 e INFγ (Figura 21 - A-E). Entretanto, houve aumento de IL-10, um 

mediador anti-inflamatório, no grupo tratado com AEA em relação ao grupo 

veículo (P= 0,0339) (Figura 21 - F).   
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Figura 21. Análise de citocinas e quimiocinas través de ELISA de amostras de Intestino. 
Foram analisadas as quimiocinas pro-inflamatórias (A) CCL2, (B) CCL3, (C) CCL5. As 
citocinas pró-inflamatórias (D) TNFα e (E) IFNγ. E também (F) IL-10, uma interleucina 
anti-inflamatória. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de 
Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças 
(P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 

4.6.3. Análise de perfil linfocitário 

Em relação à análise realizada por citometria de fluxo, não houve diferença 

no número total de linfócitos entre os grupos (Figura 22 – A), entretanto houve 

diferença em relação ao número de células CD3+ entre o grupo veículo e AEA 

(P= 0.0236), de forma que o grupo veículo foi também diferente do grupo 

singênico (P=0.0382) (Figura 22 – B). O número de linfócitos T CD3+CD4+ e 

CD3+CD8+ foi reduzido no grupo AEA quando comparado ao grupo veículo (P= 

0.0236 e P= 0.0016) (Figura 22 – C-D), desta mesma forma, houve redução na 

ativação destas células no grupo AEA quando comparado ao veículo (P=0,0057 

e P=0.0431) (Figura 22 – E-F). Avaliamos também o número de células 

CD4+CD25+ e o MFI de FoxP3 nestas células, não havendo diferença entre AEA 

e veículo (Figura 22 – G-H). Anandamida interfere na adesão das células 
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Figura 22. Citometria de Fluxo de Intestino. (A) Número de Linfócitos. (B) Número de 
linfócitos CD3+. (C) Número de linfócitos CD3+CD4+. (D) Número de linfócitos 
CD3+CD8+. (E) Intensidade média de fluorescência de CD28 dentre a população de 
linfócitos CD3+CD4+. (F) Intensidade média de fluorescência de CD28 dentre a 
população de linfócitos CD3+CD8+. (G) Número de linfócitos CD4+CD25+. (H) 
Intensidade média de fluorescência de FoxP3 dentre a população de linfócitos 
CD4+CD25+. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de 
Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças 
(P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 

4.6.1. Anandamida interfere na adesão das células nos vasos 

mesentéricos 

A microscopia intravital foi realizada com os camundongos BALB/c que 

receberam transplante alogênico de doadores C57BL/6-GFP+. Os animais foram 

anestesiados e mantidos em posição lateral supina em placa quente (37ºC). O 

mesentério foi externalizado através de incisão medial no abdome (Figura 23 – 

A). Em relação ao número de células em rolamento durante o teste, não houve 
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diferença entre o grupo veículo e o grupo AEA (P= 0,2408), entretanto o número 

de células aderidas ao vaso foi reduzido no grupo AEA quando comparado ao 

veículo (P= 0,0098) (Figura 23 - B – C).  

 

Figura 23. Análise de Rolamento e Adesão através de microscopia intravital. (A) 
Ilustração do ensaio de microscopia intravital. O animal é anestesiado e posicionado em 
placa quente (37ºC). É realizada uma incisão medial no abdome e peritônio expondo o 
mesentério. Os vasos mesentéricos são cuidadosamente abertos e irrigados com 
PBS1x, permitindo a vizualização do rolameno e adeão das células em tempo real. (B) 
Número de células em rolamento durante um minuto. (C) Número de células aderidas 
em 100um de vaso. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de 
Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças 
(P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 

Ao contrário de CB1, o receptor CB2 está presente em diversas células do 

sistema imune, inclusive em linfócitos (ROBINSON et al., 2015). Desta forma, 

avaliamos se o receptor CB2 estaria envolvido na redução da adesão de células 

nos vasos mesentéricos através do tratamento com AEA. Os animais foram 

então tratados com AEA ou veículo uma hora antes do experimento; e o 

antagonista CB2 (AM630) foi administrado duas horas antes do procedimento. 

Não foram observadas diferenças entre os grupos em relação ao rolamento das 

células (Figura 24 – A). Em relação às células em adesão, observou-se que o 

antagonista sozinho não levou a alterações quando comparado ao veículo 

(P>0,999). O grupo tratado com AEA apresentou redução no número de células 

aderidas quando comparado com veículo (P<0,0001) e também com o 

antagonista sozinho (P<0,0001). Entretanto, o tratamento prévio com o 

antagonista do receptor CB2 aboliu o efeito de redução na adesão ocasionado 

por AEA, de forma que este grupo apresentou maior quantidade de células 
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aderidas quando comparado à AEA (P=0,0035), não sendo diferente do veículo 

(P=0,548) ou do grupo que recebeu apenas o antagonista (P=0,477) (Figura 24 

-B).  
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Figura 24. Participação do receptor canabinóide do tipo 2 na adesão celular. (A) Número 
de células em rolamento durante um minuto em animais tratados com veículo, AM630, 
AEA ou AM630+AEA. (B) Número de células aderidas em 100um de vaso em animais 
tratados com veículo, AM630, AEA ou AM630+AEA. N=5 para todos os grupos. Anova 
de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas 
comparações para entrontrar diferenças (P<0,05) entre os grupos.*representa nível de 
significancia de P. 

Para que ocorra a adesão ao vaso, moléculas como as integrinas são 

essenciais (LO et al., 1991). Uma destas integrinas é a MAC-1α, sendo composta 

de um dímero CD11b/CD18 (LAWSON; WOLF, 2009), desta forma, avaliamos a 

expressão desta CR3 através de CD11b, no intestino,  e observamos redução 

da intensidade média de fluorescência desta molécula em células CD3+ 

(P=0,0181) (Figura 25 - A) , CD3+CD4+ (P=0.0044) (Figura 25 – B), e em 

CD3+CD8+ (P=0,0310) (Figura 25 – C) no grupo AEA em relação ao grupo 

veículo.  
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Figura 25. Intensidade média de fluorescência de CD11b em linfócitos. (A) MFI de 
CD11b em células CD3+. (B) MFI de CD11b em células CD3+CD4+. (C) MFI de CD11b 
em células CD3+CD8+. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste 
de Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para entrontrar 
diferenças (P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 

A fim de verificar se o efeito observado pela interação com o receptor CB2 era 

decorrido de uma ligação do tipo agonista por parte do AEA decidimos tratar os 

animais com JWH133, um agonista sintético seletivo para o sítio ortostérico do 

receptor CB2. Desta forma os animais foram tratados com JWH133 ou veículo 

uma hora antes do procedimento e o tratamento com AM630 foi realizado duas 

horas antes do ensaio. Mais uma vez não foram encontradas alterações no 

rolamento das células comparando os grupos (Figura 26 – A). Quando 

observada a adesão celular, evidencia-se que não houve diferença entre o grupo 

veículo e o grupo tratado com AM630 (P >0,9999). O grupo tratado com JWH133 

mimetizou o resultado obtido com o tratamento com AEA, levando à redução da 

adesão celular quando comparado com veículo (P=0,0044) e com AM630 

(P=0,0052). Este efeito, por sua vez, foi abolido na presença do antagonista CB2, 

observado pela diferença entre JWH133 e AM630+JWH133 (P=0,0024) (Figura 

26 -B) 
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Figura 26. Análise dos efeitos do Agonista seletivo de CB2 através de microscopia 
intravital. (A) Número de células em rolamento durante um minuto em animais tratados 
com veículo, AM630, JWH133 ou AM630+JWH133. (B) Número de células aderidas em 
100um de vaso em animais tratados com veículo, AM630, JWH133 ou AM630+JWH133. 
N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado 
em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças (P<0,05) entre os 
grupos.*representa nível de significancia de P. 

4.7. Efeitos do tratamento com AEA no fígado 

O fígado representa outro órgão-alvo no processo inflamatório da GVHD, de  

forma que o trabalho de PANOSKALTSIS-MORTARI et al. (2004) indica que a 

progressão da doença neste órgão será tardia e possivelmente decorrente ao 

encontrado no intestino. Desta forma, não foram encontradas alterações 

significativas no escore histopatológico do fígado ao sétimo dia de doença, 

quando comparados o grupo veículo e tratado com AEA (P= 0,7624), entretanto 

ambos os grupos apresentaram diferença em relação ao grupo singênico 

(P<0,0001 em ambas as comparações) (Figura 27 - A-D). Não houve também 

alteração no nível das citocinas e quimiocinas analisadas (Figura 27 – E-J).  
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Figura 27. Análise de alterações no fígado. Análise histopatológica do (A) grupo 
singênico, (B) grupo veículo, (C) grupo AEA, representadas no gráfico de (D) score 
histopatológico. Através do ensaio de ELISA foram avaliadas as citocinas (E) CCL2, (F) 
CCL3, (G) CCL5; as quimiocinas (H) TNFα, (I) IFNγ; e a citocina anti-inflamatória (J) IL-
10. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi 
utlizado em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças (P<0,05) entre 
os grupos.*representa nível de significancia de P. 

De forma similar, quando analisado o perfil linfocitário neste órgão, observou-

se não haver diferença entre os grupos em relação ao número total de Linfócitos 

totais, CD3+, CD3+CD4+, entretanto houve redução de linfócitos CD3+CD8+ no 

grupo AEA em relação ao veículo (Figura 28 – A-D), de forma que em relação à 

ativação das células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ não houve diferença entre os 

grupos AEA e veículo (Figura 28 – E-F). Ademais, não foi encontrada diferença 

entre os grupos em relação ao número de células CD4+CD25+ ou em relação ao 

MFI de FoxP3 em células CD4+CD25+( Figura 28 - G-H). 
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Figura 28. - Citometria de Fluxo de Fígado. (A) Número de Linfócitos. (B) Número de 
linfócitos CD3+. (C) Número de linfócitos CD3+CD4+. (D) Número de linfócitos 
CD3+CD8+. (E) Intensidade média de fluorescência de CD28 dentre a população de 
linfócitos CD3+CD4+. (F) Intensidade média de fluorescência de CD28 dentre a 
população de linfócitos CD3+CD8+. (G) Número de linfócitos CD4+CD25+. (H) 
Intensidade média de fluorescência de FoxP3 dentre a população de linfócitos 
CD4+CD25+. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de 
Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças 
(P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 

4.8. O aumento de sobrevida em consequência do tratamento com 

Anandamida é dependente de CB2 e não CB1 

Primeiramente, analisamos se os antagonistas dos receptores canabinóides 

CB1 e CB2, AM215 e AM630 respectivamente, alteravam a sobrevida dos 

animais com GVHD. Desta forma, durante o experimento de avaliação de 

sobrevida, não houve diferença em ambos os casos em relação ao grupo veículo 

(AM251 #P=0,1086; AM630 #P=0,4417), da mesma forma, ambos os 

antagonistas não foram capazes de reduzir a mortalidade em relação ao grupo 

singênico (AM251 *P=0,0494; AM630 *P=0,0158) (Figura 29 - A e B). Por fim, 
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em ambos os casos o grupo veículo teve mortalidade superior àquela do grupo 

singênico. 

 

Figura 29 - Antagonistas dos receptores canabinóides na doença. (A) Análise de 
sobrevida de animais singênicos e animais tratados com veículo ou antagonista do 
receptor canabinóide do tipo 1 (CB1) – AM251. (B) Análise de sobrevida de animais 
singênicos e animais tratados com veículo ou antagonista do receptor canabinóide do 
tipo 2 (CB2) – AM630. N=10 para todos os grupos. A sobrevida foi verificada através do 
teste de Log-rank (Mantel-Cox), sendo os grupos considerados diferentes para P<0,05. 
* representa a comparação com o grupo singênico e # com grupo veículo.  

Sendo assim, analisamos se a injeção destes antagonistas uma hora antes 

do tratamento com AEA interferia na sobrevida promovida por este 

endocanabinóide. Desta forma, o grupo que recebeu apenas AEA não 

apresentou sobrevida diferente do grupo singênico (P=0,1173), porquanto esta 

mostrou-se diferente do grupo veículo (P=0,0443). O grupo veículo apresentou 

diferença de sobrevida em relação ao grupo singênico (P=0,0035). O grupo que 

recebeu AM251 e AEA não apresentou diferença em relação ao grupo singênico 

(P=0,784), ao grupo AEA (P=0,7092), ou ao grupo veículo (P=0,0527). Por sua 

vez, os animais que receberam AM630 e AEA apresentaram sobrevida inferior 

aos grupos singênico (P=0,0045) e AEA (P=0,0297), não sendo, entretanto, 

diferente do grupo veículo (P=0,9470) (Figura 25). Desta forma, o aumento da 

sobrevida decorrente do tratamento com AEA parece ser dependente de sua 

interação com os receptores CB2, sendo mantida na ausência de sua interação 

com os receptores CB1. É interessante observar que a constante de dissociação 
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(ki) deste endocanabinóide é de 89 e 371nM em relação aos receptores CB1 e 

CB2, respectivamente, ou seja, AEA apresenta maior afinidade in vitro por CB1 

que por CB2 (REGGIO, 2010; ROSS et al., 2001; SUGIURA et al., 1995). 

Entretanto, em nosso modelo experimental, interações de caráter agonista com 

CB2 parecem resultar em efeitos mais promissores no aumento de sobrevida 

(Figura 30).  

 

Figura 30 - Ação de Anandamida em receptores canabinóides. Análise de sobrevida de 
animais singênicos, ou alogênicos, tratados com veículo, AEA, AM251+AEA ou 
AM630+AEA. N=10 para todos os grupos. A sobrevida foi verificada através do teste de 
Log-rank (Mantel-Cox), sendo os grupos considerados diferentes para P<0,05. * 
representa a comparação com o grupo singênico e # com grupo veículo.  

Com base nos resultados encontrados em relação ao tratamento com AEA, 

decidimos investigar se o endocanabinóide Palmitoiletanolamida (PEA) possui 

também potencial no tratamento da GVHD. PEA é uma NAE, apresentando 

efeitos anti-inflamatório, anti-excitotóxico e anti-hiperalgésico (JAGGAR et al., 

1998; SKAPER et al., 1996). Esta molécula está descrita como um agonista do 

receptor CB2 (BISOGNO et al., 1997), existindo de forma endógena e podendo, 

também, ser substrato da enzima FAAH (JIAN et al., 2010). Alguns autores 

relatam que PEA poderia ser um análogo mais saturado da AEA (LAMBERT et 

al., 2002). A fim de analisar o potencial deste fármaco tanto como ligante do 
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receptor CB2 como sua similaridade com a AEA realizamos ensaio de 

ancoragem molecular e de similaridade entre estas moléculas. 

 

4.9. PEA apresenta potencial de ligação ao receptor CB2 

Primeiramente, analisamos separadamente o modelamento de ancoragem do 

AEA (Tabela 5) e do PEA (Tabela 6) em suas formas de menor energia ao 

receptor CB2. A forma de melhor classificação foi utilizada para a análise de 

interação molecular ao receptor.  A minimização de energia somada ao 

refinamento por algoritmos de ancoragem permite a compreensão de que 

algumas conformações da molécula têm maior ou menor propensão de 

interagirem com o bolsão de ligação do receptor. Nas tabelas a seguir são 

analisadas as ligações lower e upper bound, sendo esta uma análise da 

localização das interações em relação à forma de melhor classificação. Observa-

se também o número de ligações de hidrogênio realizadas pelas moléculas. 

Tabela 5. Resultados de ancoragem de AEA. Foram analisadas as primeiras dez 
formas de melhor classificação de AEA. Os valores estão representados em Kcal 
mol-1. 

 

Classificação RMSD l.b. RMSD u.b. Nº de Ligações de H 

-8.8 0 0 1 
-8.8 1.726 3.134 2 
-8.6 2.158 4.260 1 
-8.5 1.415 3.675 2 
-8.5 4.11 8.112 0 
-8.4 4.034 8.342 0 
-8.4 2.779 5.895 1 
-8.3 4.073 8.296 0 
-8.2 4.041 8.057 1 
-8.2 4.174 6.792 1 
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Tabela 6. Resultados de ancoragem de PEA. Foram analisadas as primeiras dez 
formas de melhor classificação de PEA. Os valores estão representados em Kcal 
mol-1. 

 

Classificação RMSD l.b. RMSD u.b. Nº de Ligações de H 

-7.6 0 0 1 
-7.5 4.576 7.42 0 
-7.4 1.363 1.882 1 
-7.3 4.817 7.524 0 
-7.2 5.549 8.672 1 
-7.1 4.206 6.532 0 
-7.1 4.285 7.358 0 
-7.1 4.009 6.740 1 
-7.0 3.308 4.991 2 
-7.0 3.367 6.090 0 

 

Tendo como base de comparação a interação de AM12033 utilizado como 

controle positivo de ligação ao sítio ortostérico de CB2, observa-se que tanto AEA 

(Figura 31 – A-B) quanto PEA (Figura 31 - C-D) realizam ligações fortes do tipo 

de ligação de hidrogênio com a Leucina182. Ao analisar o receptor CB2, EL-

ATAWNEH e GOLDBLUM (2022) encontraram 19 interações, de maioria 

hidrofóbica e de resíduos aromáticos, e ligações de hidrogênio, com Leucina182 

e Serina285 (Figura 29 - E), evidenciando que estas duas moléculas apresentam 

papel-chave na ligação de outras moléculas ao sítio de ligação de CB2. A 

interação com Leucina182 ocorre tanto para AEA quanto para PEA, 

evidenciando seu potencial de ligação ao receptor CB2.  
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Figura 31. Ensaio de ancoragem molecular para comparação de ligação de AEA e PEA. 
(A) A forma molecular de AEA de menor energia e que recebeu maior classificação de 
ligação ao receptor está representada dentro do sítio de ligação de CB2. (B) A principal 
ligação estabelecida por AEA é com a Leucina182, além de realizar também ligações 
alquil e Pi-aquil com outras partes do sítio de ligação. (C) A forma molecular de PEA de 
menor energia e que recebeu maior classificação de ligação ao receptor está 
representada dentro do sítio de ligação de CB2. (D) A principal ligação estabelecida por 
PEA é com a Leucina182, além de realizar também ligações de Van der Waals, ligações 
de carbono e ligações alquil e Pi- alquil com outras partes do sítio de ligação. (E) 
AM12033 foi utilizado como controle positivo de ligação, observa-se sua interação 
principal com Leucina182 e Serina285, além de suas ligações Pi- alquil e Pi-Pi.  

Para avaliar a similaridade entre as moléculas de AEA e PEA realizamos dois 

ensaios de sobreposição. O primeiro levou em conta apenas as formas obtidas 

pela minimização de energia, avaliando a variação de energia (Figura 32 - A) 

eletrostática e estérica (Figura 32 - B). Foi encontrado o valor de correlação de 

Person de R=0,99639 para a energia eletrostática e de R=-0,99639 para a 

estérica, em relação à similaridade entre as moléculas. Portanto, encontramos 

uma similaridade de 63% à 85% entre AEA e PEA, de forma que a energia 

prevalecente para esta similaridade foi a eletrostática, ou seja, a cabeça polar de 

ambos os fármacos é a porção de maior similaridade.  
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Figura 32. Ensaio de sobreposição. (A) Análise de similaridade com aumento linear da 
energia eletrostática. (B) Análise de similaridade com redução linear da energia estérica. 

Em seguida esta análise foi repetida com as formas de maior classificação de 

ancoragem, ou seja, avaliamos a similaridade de AEA e PEA uma vez que estes 

se ligam ao receptor e tem sua conformação alterada de acordo com as 

interações que ocorrem no bolsão de ligação de CB2. Esta análise é importante 

pois similaridades de ancoragem e de conformação ao ligar-se ao receptor 

podem sugerir efeitos similares de ativação. Desta forma, foi encontrada 

similaridade de 82-93% entre as moléculas, sendo esta proporcional ao 

crescimento linear da contribuição da energia eletrostática (Figura 33 - A), 

correlação de Person R=0,99821; e inversamente proporcional à predominância 



89 

 

 

 

da contribuição da energia estérica (Figura 33 – B), coeficiente de correlação de 

Person R=-0,99821. 

 

Figura 33. Ensaio de sobreposição após minimização energética e refinamento por 
algorítimos de ancoragem moleculas. (A) Análise de similaridade com aumento linear 
da energia eletrostática. (B) Análise de similaridade com redução linear da energia 
estérica. 

 Desta forma, concluímos que há potencial de ligação entre PEA e CB2 e que 

existe alto grau de similaridade entre estas moléculas, tornando-se interessante 

a investigação de PEA como alternativa à AEA. Ademais, moléculas saturadas 

não apresentam isomeria CIS-TRANS e retém a capacidade de compactação 

(ADEVA-ANDANY et al., 2019).  
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4.10. PEA aumenta a sobrevida e melhora parâmetros clínicos de 

animais com GVHD 

Inicialmente testamos três doses de PEA, nas concentrações de 1, 5 e 10 

mg/kg. A dose de 5mg/kg se mostrou mais eficaz, levando à sobrevida de 76%, 

aumentando a sobrevida em relação ao grupo veículo (P= 0,0087), não sendo 

diferente do grupo singênico (P=0,3173). PEA 10mg/kg levou a uma sobrevida 

de 40%, não sendo diferente do grupo veículo (P= 0,3173) mas diferindo do 

grupo singênico (P=0,0486). Por fim, PEA 1mg/kg não gerou diferença em 

relação ao grupo veículo (P=0,3116), levando à sobrevida de 20%, sendo 

diferente do grupo singênico (P=0,0133) (Figura 34 – A). 

Em relação à escala clínica os grupos 1mg/kg e 5mg/kg apresentaram 

diferença em relação ao grupo veículo ao 6º e 14º dias de experimento. 

Entretanto, não foram observadas reduções significativas em relação aos 

parâmetros clínicos dos animais nos demais dias dentre os grupos PEA quando 

comparados ao veículo (Figura 34 – B). Os tratamentos não foram eficazes em 

prevenir a perda de peso quando comparado ao grupo veículo (Figura 34 - C). 
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Figura 34. Tratamento com PEA. Animais que receberam transplante alogênico foram 
tratados com Veículo ou PEA, nas concentrações de 1mg/kg, 5 mg/kg, 10mg/kg. (A) 
Efeito dos tratamentos na sobrevida. (B) Escala clínica. (C)  Variação de peso em 
gramas. N=5 para todos os grupos. A sobrevida foi verificada através do teste de Log-
rank (Mantel-Cox), sendo os grupos considerados diferentes para P<0,05. * representa 
a comparação com o grupo singênico e # com grupo veículo. Anova de duas vias com 
Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para 
entrontrar diferenças nos testes de escala clinica e variação de peso (P<0,05) entre os 
grupos.*representa nível de significancia de P. 

Com base nos resultados encontrados, decidimos continuar os protocolos que 

seguem com a dose de 5mg/kg de PEA, uma vez que esta dose levou a um 

maior aumento na sobrevida com redução pontual de score clínico. 

4.11. O perfil linfocitário no baço e enxertamento após tratamento 

com PEA 

No baço não foram observadas alterações no número total de linfócitos ou 

monócitos (Figura 35 – A-C), porquanto houve aumento no número de 

granulócitos do grupo veículo em relação ao grupo singênico. Houve aumento 
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no número de células CD3+ em ambos os grupos que receberam transplante 

alogênico quando comparados ao grupo singênico (veículo P=0,005; PEA 

P=0,0144) e isso se repetiu em relação às células CD3+CD8+ (veículo P=0,0065; 

PEA P=0,0075), entretanto não houve diferença em relação ao número de 

CD3+CD4+ entre os grupos (Figura 35 – D-F). Em relação à ativação, as células 

CD4+ encontravam-se mais ativadas nos grupos que receberam transplante 

alogênico (veículo P=0,0091; PEA P=0,0012), sendo o mesmo encontrado em 

relação às células CD8+ (veículo P=0,0011; PEA P<0,0001) (Figura 35 – G-H). 

Ao investigar o MFI de células CD4+CD25+FoxP3, observou-se que o grupo 

veículo apresenta uma redução na expressão desta molécula quando 

comparado ao grupo singênico (P=0,0071), não havendo diferença em relação 

ao grupo PEA (Figura 35 – I-J). Esses resultados são corroborados por dados 

de enxertamento no baço (Figura 35 – K) e na medula (Figura 35 – L) em que 

não houve diferença na porcentagem de enxertamento entre PEA e veículo.  
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Figura 35. Citometria de fluxo de baço. (A) Número de monócitos. (B) Número de 
granulócitos. (C) Número de Linfócitos. (D) Número de linfócitos CD3+. (E) Número de 
linfócitos CD3+CD4+. (F) Número de linfócitos CD3+CD8+. (G) Intensidade média de 
fluorescência de CD28 dentre a população de linfócitos CD3+CD4+. (H) Intensidade 
média de fluorescência de CD28 dentre a população de linfócitos CD3+CD8+. (I) Número 
de linfócitos CD4+CD25+. (J) Intensidade média de fluorescência de FoxP3 dentre a 
população de linfócitos CD4+CD25+. (K) Porcentagem de enxertamento analisada no 
baço de animais que receberam transplante alogênico, após 7 dias do transplante. (L) 
Porcentagem de enxertamento analisada na medula de animais que receberam 
transplante alogênico, após 7 dias do transplante. N=5 para todos os grupos. Anova de 
duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações 
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para entrontrar diferenças (P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia 
de P. O teste T de student, bicaudal, parametrico e não-pareado foi utilizado na 
comparação entre os grupos para o teste de enxertameto, os grupos foram 
considerados diferentes para P<0,05. 

4.12. O tratamento com PEA protege fígado e intestino  

 Através da análise histopatológica foi possível identificar redução do infiltrado 

inflamatório e maior preservação da arquitetura intestinal do grupo tratado com 

PEA quando comparado ao grupo veículo (P= 0,0220), entretanto tanto PEA 

quanto veículo foram diferentes do grupo singênico (P=0,0016 e P<0,0001, 

respectivamente) (Figura 36 - A-D). Os achados no fígado seguem este mesmo 

padrão, de forma que PEA apresentou menor escore geral quando comparado 

ao grupo veículo (P=0,0039), sendo que PEA e veículo se mostraram diferentes 

do grupo singênico (P=0,0256 e P<0,0001, respectivamente) (Figura 36 – E-H). 

Figura 36. Análise Histopatológica dos órgãos-alvo. Imagens representativas de 

intestino coradas com H&E dos grupos (A) singênico, (B) veículo, (C) PEA, (D) score 
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histopatológico das alterações encontradas.  Imagens representativas de fígado 
coradas com H&E dos grupos (E) singênico, (F) veículo, (G) PEA, (H) score 
histopatológico das alterações encontradas. N=8 ou 9  para os os grupos. Anova de 
duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações 
para entrontrar diferenças (P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia 
de P. 

4.13. PEA não altera o perfil linfocitário do fígado 

Em relação ao perfil linfocitário do fígado, não houve alteração nos números 

de células CD3+ ou CD3+CD4+, ou em relação à expressão de FoxP3, de forma 

que a ativação das células CD3+CD4+ no grupo PEA encontrava-se aumentada 

em relação ao grupo singênico (P=0,0167), não havendo diferença em relação 

ao grupo veículo (P=0,6084) ou deste para com o grupo controle (P=0,1981), 

houve redução no número de células CD3+CD8+  no grupo PEA em relação ao 

grupo veículo (P=0,0083) mas não houve alteração em sua ativação (Figura 37 

– A-F). Ademais não foram encontradas alterações nas populações de 

CD4+CD25+ e FoxP3 (Figura 37 G-H). 



96 

 

 

 

 

Figura 37. Citometria de fluxo de fígado. (A) Número de Linfócitos. (B) Número de 
linfócitos CD3+. (C) Número de linfócitos CD3+CD4+. (D) Número de linfócitos 
CD3+CD8+. (E) Intensidade média de fluorescência de CD28 dentre a população de 
linfócitos CD3+CD4+. (F) Intensidade média de fluorescência de CD28 dentre a 
população de linfócitos CD3+CD8+. (G) Número de linfócitos CD4+CD25+. (H) 
Intensidade média de fluorescência de FoxP3 dentre a população de linfócitos 
CD4+CD25+. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de 
Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças 
(P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 
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4.14. Efeito do tratamento com PEA no perfil linfocitário do intestino 

Por fim, analisamos o principal órgão-alvo da GVHD, o intestino. Não houve 

alteração em relação ao número total de linfócitos, de células CD3+ (Figura 38 – 

A-B). Houve aumento no número de células CD3+CD4+ no grupo veículo quando 

comparado ao grupo singênico (P=0,0306), havendo diferença do grupo veículo 

para o grupo PEA (P<0,0001), não havendo diferença deste para o grupo 

singênico (P=0,0629) (Figura 38 – C). Houve aumento no número de células 

CD3+CD8+ no grupo veículo quando comparado ao grupo singênico (P= 0,0086), 

havendo redução destas células no grupo PEA quando comparado ao veículo 

(P= 0,0104), não sendo PEA diferente do grupo singênico (Figura 38 - D). Em 

relação à ativação celular, houve redução da ativação das células CD3+CD4+ e 

CD3+CD8+ no grupo PEA quando comparado ao grupo veículo (P=0,0056 e 

P=0,0258, respectivamente), não havendo diferença em relação ao grupo 

singênico (P>0,9999 em ambos os casos), desta mesma forma, o grupo veículo 

mostrou-se diferente do grupo singênico (P=0,0022 e P=0,0206) (Figura 38 - E-

F). Já em relação à intensidade média de fluorescência de FoxP3 em células 

CD3+CD4+ (Figura 38 – G e H). 
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Figura 38. Citometria de fluxo de intestino. (A) Número de Linfócitos. (B) Número de 
linfócitos CD3+. (C) Número de linfócitos CD3+CD4+. (D) Número de linfócitos 
CD3+CD8+. (E) Intensidade média de fluorescência de CD28 dentre a população de 
linfócitos CD3+CD4+. (F) Intensidade média de fluorescência de CD28 dentre a 
população de linfócitos CD3+CD8+. (G) Número de linfócitos CD4+CD25+. (H) 
Intensidade média de fluorescência de FoxP3 dentre a população de linfócitos 
CD4+CD25+. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de 
Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças 
(P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 

4.15. Análise de Rolamento e Adesão em vasos mesentéricos 

Ao sétimo dia os animais foram tratados com PEA uma hora antes do ensaio, 

sendo anestesiados imediatamente antes do início do procedimento cirúrgico 

para visualização dos vasos mesentéricos. O tratamento com PEA levou à 

redução do rolamento das células GFP+ nos vasos mesentéricos quando 

comparado ao grupo veículo (P=0,0103) (Figura 39 - A). PEA interferiu também 

no processo de adesão celular quando comparado ao grupo veículo (P=0,0170) 

(Figura 39 - B) Ao verificar a expressão de CD11b observamos que houve 
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alteração nas populações CD3+CD4+ e CD3+CD8+ (P=0,0257 e P=0,0420, 

respectivamente) (Figura 39 - C-E). 
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Figura 39. Análise em microscopia intravital dos efeitos de PEA. (A) Avaliação de 
rolamento das células durante um minuto. (B) Número de células aderidas em 100μm 
de vaso. (C) MFI de CD11b em células CD3+. (D) MFI de CD11b em células CD3+ CD4+. 
(E) MFI de CD11b em células CD3+ CD8+. N=5 para todos os grupos. Anova de duas 
vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para 
entrontrar diferenças (P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 

 

Tendo em vista que PEA levou à redução não apenas da adesão, mas 

também do rolamento celular decidimos investigar CD62L, uma selectina, 

responsável pelo rolamento de leucócitos. De maneira muito interessante, esta 

selectina não estava alterada em animais tratados com AEA (Figura 40 – A-B), 

mas em animais tratados com PEA houve redução de CD62L em células 

CD3+CD4+ e CD3+CD8+ em comparação com o grupo que recebeu veículo 

(P=0,0237 e P=0,0056, respectivamente) (Figura 40 – C-D). 
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Figura 40. Expressão de CD62L em linfócitos CD4 e CD8 após tratamento com NAEs. 
Primeiramente observa-se a expressão de CD62L em células de animais tratados com 
AEA. (A) MFI de CD62L em células CD3+CD4+ e (B) MFI de CD62L em células 
CD3+CD8+. Em seguida observa-se a expressão dessa molécula em células de animais 
tratados com PEA (C) MFI de CD62L em células CD3+CD4+ e (D) MFI de CD62L em 
células CD3+CD8+. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de 
Bonferroni foi utlizado em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças 
(P<0,05) entre os grupos.*representa nível de significancia de P. 

4.16. O efeito do tratamento com PEA em citocinas e quimiocinas 

Em relação às citocinas e quimiocinas avaliadas no fígado, a única alteração 

observada foi no aumento na concentração de CCL2 do grupo PEA em relação 

ao grupo singênico (P=0,0053), não sendo diferente do grupo veículo 

(P>0,9999), porquanto o grupo veículo mostrou-se também diferente do grupo 

singênico (P=0,0470) (Figura 41 - A-F). No intestino este mesmo padrão de 

resposta pôde ser observado em relação à CCL2, CCL3 e IFNγ, de forma que 

foi encontrada diferença do grupo PEA quando comparado ao grupo singênico 

(P=0,0007; P=0,0016; e P=0,0371), mas não em relação ao grupo veículo 

(P>0,9999; P>0,9999; e P=0,6215); sendo o grupo veículo, por sua vez, diferente 

do grupo singênico nas citocinas, mas não para a quimiocinas INFγ (P=0,0024; 

P=0,0077; e P=0,4669), entretanto, houve aumento na concentração de IL-10 no 

grupo tratado com PEA em relação ao veículo (P= 0,0059), sendo também 

diferente do grupo singênico (P= 0,0022) (Figura 41 – G-L). 
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Figura 41. Análise de citocinas e quimiocinas através de ELISA. No fígado foram 
avaliadas (A) CCL2, (B) CCL3, (C) CCL5, (D) TNFα, (E) IFNγ, (F) IL-10. No intestino 
também foram avaliadas (G) CCL2, (H) CCL3, (I) CCL5, (J) TNFα, (K) IFNγ, (L) IL-10. 
N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado 
em análise de multiplas comparações para entrontrar diferenças (P<0,05) entre os 
grupos.*representa nível de significancia de P. 

4.17. O aumento de sobrevida decorrente do tratamento com PEA  

 De maneira muito interessante, ao analisar a sobrevida dos animais 

submetidos ao tratamento com PEA na presença dos antagonistas de CB1 e CB2, 

AM251 e AM630 respectivamente. Observamos que não houve diferença na 

sobrevida dos animais tratados com AM630+PEA quando comparados ao grupo 

tratado com PEA (P= >0,9999). Entretanto, houve redução na sobrevida de 

animais tratados com AM251+PEA, variando de quando comparados a animais 

que receberam apenas PEA, variando de 60% para 20%, entretanto não foi 

encontrada diferença estatística em relação a esta variação (P= 0,1023) 

Não houve diferença entre os grupos PEA e AM630+PEA quando 

comparados ao grupo singênico (PEA P= 0,1343; AM630+PEA P= 0,1343). 

Houve, porém, diferença entre AM251+PEA em relação ao grupo controle (P=0, 

P =0,0143), não sendo este diferente do grupo veículo (P= 0,5485); porquanto 

houve diferença entre singênico e veículo (P=0,0016). Neste mesmo sentido, 

PEA e AM630+PEA se mostraram diferentes do grupo veículo (P=0,0298 e 

P=0,0298) (Figura 42).  
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Figura 42. Ação de PEA em receptores canabinóides. Análise de sobrevida de animais 
singênicos, ou alogênicos, tratados com veículo, PEA, AM251+PEA ou AM630+PEA. 
*indica análise estatística em relação ao grupo singênico e # indica análise estatística 
em relação ao grupo veículo. N=10 para todos os grupos. A sobrevida foi verificada 
através do teste de Log-rank (Mantel-Cox), sendo os grupos considerados diferentes 
para P<0,05. * representa a comparação com o grupo singênico e # com grupo veículo. 

Desta forma, torna-se interessante investigar outros receptores que possam 

estar relacionados ao aumento da sobrevida decorrente do tratamento com PEA, 

uma de nossas hipóteses é de que este fármaco esteja interagindo com o 

receptor GPR55, uma vez que diversos autores descrevem forte interação 

agonista com este receptor (REGGIO, 2010; SJOGREN et al., 2005). Ademais, 

o receptor CB1 parece estar envolvido na resposta de PEA em proporcionar 

aumento de sobrevida. Apesar de não ser o mais abundante no intestino, este 

receptor é encontrado nas vilosidades, onde participa ativamente de funções 
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como o controle de saciedade, sendo também abundante na região do plexo 

mioentérico, uma região que compõe o sistema ervoso entérico, sendo formado 

por uma cadeia de células da glia e neurônios, onde CB1 é expresso.  O CB1 

está diretamente envolvido no processo de contração muscular através da 

inibição da liberação do neutransmissor excitatório ACh (DIPATRIZIO, 2016) 

(Figura 43 - A). Uma vez que a resposta de PEA em relação à sobrevida foi 

distinta da resposta proporcionada pela AEA decidimos analisar em maior 

detalhe se um de seus mecanismos poderia ser através da regulação do 

peristaltismo, levando à redução do quadro de diarréia   em animais com GVHD. 

Desta forma, animais tratados com PEA apresentaram redução do score 

relacionado ao aparecimento de diarreia após a indução da GVHD quando 

comparados ao grupo controle e esta proteção foi perdida no grupo tratado com 

AM251+PEA, demonstrando que este fator foi diretamente influenciado pela 

interação de PEA com o receptor CB1 (Figura 43 - B). A perda de peso 

ocasionada principalmente pela diarreia é um dos principais fatores associados 

à GVHD.  

 

Figura 43. A importância de CB1 no intestino. (A) A ativação do receptor CB1 está 
envolvida no processo de controle da contração intestinal através da inibição da 
liberação de ACh (adaptado de DIPATRIZIO (2016). (B) Variação da qualidade das 
fezes dos animais após transplante. O primeiro ponto após o transplante indica o 
período de enxertamento em que o dano ocasionado pelo regime de condicionamento 
é evidente e leva a danos intestinais ocasionando em fezes levemente pastosas. Após 
este período os animais que receberam transplante singênico apresentam retorno as 
condições basais, enquanto animais com GVHD apresentam agravamento deste quadro 
até a mortalidade. O tratamento com PEA preveniu este agravamento. N=5 para todos 
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os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em análise de 
multiplas comparações para entrontrar diferenças (P<0,05) entre os grupos.*representa 
nível de significancia de P. 

 

 

Por fim, foi realizada microscopia intravital para analisar a para verificar a 

participação dos receptores canabinoides nas alterações verificadas pelo 

tratamento com PEA na redução do rolamento e adesão das células nos vasos 

mesentéricos. De maneira muito interessante, o pré-tratamento com ambos os 

antagonistas CB1 e CB2 foram capazes de impedir a redução no rolamento 

celular, entretanto apenas o antagonismo do receptor CB2 impediu a redução da 

adesão celular. Reinterando a atuação de PEA em ambos os receptores 

canabinoides (Figura 44). 

 

 Figura 44. Análise intravital PEA na presença de antagonistas CB1 e CB2. (A) Imagem 
representativa da técnica de microscopia intravital realizada pela aplicação de rodamina 
intravenosa. (B) Número de células em rolamento por minuto. (C) Número de células 
em adesão em 100μ de vaso. N=3 para cada grupo neste experimento. Anova de duas 
vias com pós-teste de Bonferroni  foi utilizado para comparar as médias entre os grupos, 
os grupos foram considerados diferentes quanto P<0,05. 
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5. Discussão 

A GVHD é uma doença com complexa patologia, de acometimento sistêmico 

e rápida progressão, sendo caracterizada por extenso dano tecidual e 

tempestade de citocinas (SHULMAN et al., 2015). Mesmo com constantes 

progressos na medicina o principal tratamento para esta doença permanece 

sendo o uso prolongado de imunossupressores e corticoides (JAMIL et al., 2015; 

DEVETTEN et al., 2004). Entretanto, além dos efeitos adversos e doenças 

secundárias que podem decorrer da imunossupressão a longo prazo os 

corticoides apresentam ainda mais uma complicação: os pacientes podem 

apresentar GVHD refratária a corticoides (DEVERGIE; JANIN, 2008). Isso ocorre 

em quase 60% dos pacientes e consiste na não-responsividade ao tratamento 

(XHAARD et al., 2012).  

No trabalho atual observamos o efeito de endocanabinóides, moléculas 

endógenas que tem potencial de atuar em receptores canabinóides, sendo 

metabolizadas por enzimas específicas que fazem parte do sistema canabinóide. 

Endocanabinóides podem ser divididos de acordo com sua via de síntese e neste 

modelo decidimos focar nas N-acetiletanolaminas. Primeiramente, averiguamos 

se os níveis endógenos de Anandamida seriam alterados pela indução da 

GVHD, comparando animais que receberam transplante singênico e alogênico. 

De maneira muito interessante, não houve alterações nos níveis de AEA no 

intestino ou no soro dos animais com GVHD, mas houve aumento dos níveis 

deste endocanabinóide no fígado. É interessante observar que a expressão de 

AEA no fígado pode ser correlacionada a patogenias neste órgão, tratando-se 

de uma resposta adaptativa a estímulos nocivos, como cirrose (BERDYSHEV et 

al., 2001), podendo também ocorrer durante o processo de regeneração do 

fígado (MUKHOPADHYAY et al., 2011). 

Em modelo de colite induzida por DNBS, D'ARGENIO et al. (2006) relatam o 

aumento dos níveis de Anandamida, sendo o mesmo encontrado em biópsias de 
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pacientes com colite. Os autores discutem que este aumento ainda nos estágios 

iniciais da colite poderia se tratar de um mecanismo endógeno protetor contra a 

inflamação. Entretanto, apesar de similaridades entre os modelos de colite e o 

acometimento da GVHD no intestino, o mesmo não foi encontrado em nosso 

modelo experimental. Ademais, GRILL et al. (2019) relatam que encontraram 

este aumento no plasma sanguíneo de pacientes com colite ulcerativa e doença 

de Crohn, mas o mesmo não foi encontrado em pacientes com câncer colorretal. 

Desta forma, apesar de não haver alterações nos níveis de AEA devido à 

indução de GVHD, é interessante avaliar se o aumento de seus níveis, pela 

inibição da enzima responsável por sua hidrólise, poderia mimetizar o 

mecanismo de auto regulação que já existe no organismo. 

 Deve-se observar, entretanto, que tanto no organismo murino quanto no 

organismo humano endocanabinóides são produzidos sob demanda a partir de 

ácidos graxos de membrana, sendo rapidamente hidrolisados por enzimas como 

MGL e FAAH. Portanto, a inibição de FAAH leva ao acúmulo de NAEs, mas não 

de outros endocanabinóides como o 2-AG, porquanto a inibição de MGL teria o 

efeito oposto, aumentando níveis de 2-AG mas não das NAEs (PANLILIO et al., 

2016). SALAGA et al. (2014) reportam que o tratamento com PF-3845, um 

inibidor da FAAH levou à redução da inflamação em modelo de colite induzida 

por TNBS em camundongos C57B1/6, reduzindo também o dano no colón dos 

animais.  É interessante observar que em nosso modelo, o tratamento com 

inibidor seletivo irreversível da FAAH, MAFP, levou ao aumento da sobrevida 

dos animais e redução dos sinais clínicos.  

Apesar destes resultados serem promissores, decidimos não continuar com a 

investigação desta molécula por duas razões, a primeira é que a FAAH humana 

e a FAAH murina apresentam muitas diferenças estruturais, fazendo com que 

enzimas murinas não tenham o mesmo efeito ou eficácia em humanos (DI 

VENERE et al., 2012). A segunda razão é que durante um estudo clínico em 

humanos saudáveis, o uso de um inibidor irreversível seletivo para FAAH (BIA 
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10-2474) levou diversos pacientes a óbito, levantando ressalvas sobre este tipo 

de fármaco e as intercorrências que seu uso pode ocasionar em humanos 

(EDAN; KERBRAT, 2017). Durante a investigação para esclarecer as razões dos 

eventos adversos ocasionados pelo tratamento, a Food and Drug Administration 

(FDA) baniu o uso deste fármaco. É interessante observar, entretanto, que em 

modelos murinos o uso de BIA 10-2474 não apresentou toxicidade ou efeitos 

adversos graves (HAYES et al., 2021; PECK et al., 2022). 

Por esta razão, selecionamos duas das NAEs mais promissoras para 

investigação de seus efeitos isolados, além de estas moléculas serem 

evolutivamente preservadas, são bem toleradas tanto pelo organismo humano 

quanto pelo organismo murino (DI MARZO; PETROSINO, 2007), tornando-os 

atrativos alvos de pesquisa.  ENGEL et al. (2008) descrevem que a 

administração exógena de AEA foi capaz de atenuar a colite ulcerativa induzida 

por TNBS. IZZO e CAMILLERI (2009) discutem ainda que AEA modula o 

receptor CB1, reduzindo a contratilidade e secreção, e também CB2, reduzindo 

citocinas pró-inflamatórias.  

Portanto, a escolha de AEA como potencial fármaco para o tratamento da 

GVHD se deu por se tratar de uma molécula com potencial imunomodulador já 

estudado em outros modelos e com afinidade pelos receptores canabinóides 

clássicos, principalmente CB2. A importância deste receptor na GVHD e a 

possibilidade do uso de seus agonistas como tratamento já havia sido 

demonstrada em um trabalho anterior de nosso grupo. BERG et al. (2021b) 

realizaram o tratamento de camundongos com GVHD utilizando CBD. Este 

tratamento levou à redução dos sinais clínicos, proteção dos órgãos-alvo e 

aumento de sobrevida. Ademais, os autores demonstraram aumento da 

expressão de CB2 em linfócitos de animais tratados com CBD. De maneia 

interessante, deve-se salientar que um dos mecanismos de ação do CBD em 

doenças inflamatórias é a inibição da FAAH, enzima responsável pela 



110 

 

 

 

degradação das NAEs, levando ao acúmulo destes endocanabinóides no 

organismo (PERTWEE, 2006a).  

Outras NAEs, além da AEA, acumulam-se no organismo perante a inibição da 

FAAH. Portanto, decidimos investigar se PEA, uma NAE descrita como análoga 

mais saturada de AEA teria também potencial de ligação ao receptor CB2 

(LAMBERT et al., 2002). Esta investigação foi realizada através de ensaio de 

ancoragem molecular, que nos permitiu também averiguar o nível de 

similaridade entre estas duas NAEs. A ancoragem molecular é utilizada para 

posicionar estruturas 3D geradas por computador, e baseadas em estruturas 

descritas por cristalografia, na estrutura de receptores em uma grande variedade 

de conformações. Este método é utilizado para o screening inicial de fármacos 

e pode elucidar quanto ao reconhecimento molecular e possíveis interações 

entre uma molécula e um receptor (JAKHAR et al., 2020). Este método foi 

utilizado por BRIZZI et al. (2009) para propor uma molécula “híbrida” entre AEA 

e Δ9-THC. Apesar de ser uma metodologia padrão para a predição de moléculas 

biologicamente ativas, incluindo algoritmos de busca e de score energético para 

gerar e avaliar ligantes (GUEDES et al., 2014) é importante ressaltar que os 

dados gerados são de fato uma predição e podem não ser reproduzidos em 

organismos biológicos complexos e devem ser sempre corroborados pela 

literatura (THOMAZ et al., 2019). Sendo assim, encontramos uma similaridade 

de 82-93% entre AEA e PEA quando ligadas ao receptor CB2.  

Desta forma, procedemos com o tratamento dos animais usando AEA e PEA 

exógena e, de maneira similar aos achados de ENGEL et al. (2008), o tratamento 

com AEA levou à redução dos sinais clínicos da GVHD e promoveu aumento da 

sobrevida dos animais e resultados similares foram obtidos com o tratamento 

com PEA. Entretanto, em se tratar de uma doença secundária ao transplante de 

medula, é importante sempre averiguar se os tratamentos não interferem no 

processo de enxertamento, uma vez que falha na quimerização do hospedeiro 

com a medula transplantada significa falha no transplante, deixando o 
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hospedeiro deficiente de um sistema imune funcional (AULETTA et al., 2015). 

Sendo assim, observamos que tanto AEA quanto PEA não interferiram no 

processo de enxertamento na medula ou em órgãos linfoides. Adicionalmente 

não houve alterações nas populações de linfócitos ou no número total de 

granulócitos e monócitos em ambos os tratamentos. Além destes fármacos não 

terem reduzido o enxertamento, JIANG et al. (2011) sugerem que agonistas do 

receptor CB2 podem ser úteis em promover a recuperação de células de medula 

após irradiação através da proliferação de progenitoras hematopoiéticas, de 

forma que nossos achados vão ao encontro ao que se encontra descrito na 

literatura.  

Uma vez que as células transplantadas migram e colonizam os órgãos 

linfoides, elas podem então migrar para os órgãos-alvo onde participarão da 

resposta inflamatória ocasionando em danos a estes tecidos (BAKER et al., 

1996). O principal alvo da GVHD aguda é o intestino, e uma das principais 

causas de morte em pacientes com GVHD é a exacerbada perda de peso, 

decorrente da pouca absorção de nutrientes, dificuldades na alimentação e 

diarreia grave (ROBAK et al., 2017). O tratamento com PEA e AEA foram 

suficientes para reduzir o dano ao intestino, reduzindo principalmente o infiltrado 

inflamatório. Este dado é corroborado pela redução de linfócitos T CD4 e CD8, 

bem como a ativação destas populações celulares. De maneira muito 

interessante, ambas as NAEs não reduziram citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias. Em contraste ao descrito em estudos que utilizaram Δ9-THC e 

CBD, os endocanabinóides não levaram ao aumento de células T-regulatórias, 

mas mantiveram o efeito de aumento da IL-10, uma interleucina anti-inflamatória. 

De maneira interessante, CBD levou a um aumento na população de células 

CD4 e CD8, enquanto AEA e PEA levaram à redução de ambas populações, 

ademais, tanto em CBD quanto em ambas as NAEs estas populações 

encontravam-se menos ativadas  



112 

 

 

 

É muito interessante que não tenhamos encontrado alterações nas 

quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias investigadas, o que indica que este não 

é o mecanismo pelo qual AEA e PEA reduzem o infiltrado inflamatório e o número 

de células no intestino. Este achado é interessante, uma vez que mesmo com o 

sinal de quimio-atração ainda há redução do número de células no tecido-alvo, 

indicando que outros mecanismos norteiam esta redução. Sendo assim, 

investigamos como estaria o processo de rolamento e adesão celular em vasos 

mesentéricos, uma vez que estes processos precedem a migração celular e sua 

ausência ou redução pode influir diretamente na redução de células imunes nos 

órgãos-alvo (LO et al., 1991). Um dos possíveis mecanismos de intervenção na 

migração celular seria a ação direta das NAEs sobre o receptor CB2 presente 

nas células do sistema imune, uma vez que este é expresso em praticamente 

todas as células da linhagem mieloide (PERTWEE; ROSS, 2002). Desta forma, 

avaliamos se o tratamento com AEA ou PEA influenciaria a migração celular, 

mais especificamente os processos de rolamento e adesão das células nos 

vasos mesentéricos.  

A motilidade dos linfócitos T é um processo complexo que depende 

primeiramente da ancoragem das células, através de selectinas, na parede do 

vaso, esta é uma ligação relativamente fraca e a sequência de alternâncias entre 

ligação e desconexão permite o rolamento da célula na parede do vaso. A célula 

chegara ao stop uma vez que haja ligação entre integrinas presentes em sua 

membrana e moléculas expressas na superfície do epitélio vascular, como a 

Molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), a capacidade de adesão dos 

linfócitos é um passo essencial para que estas possam chegar a seus alvos e 

desencadear seus papeis na inflamação local (STANCIU; DJUKANOVIC, 1998). 

Em um trabalho de revisão, VERMA e KELLEHER (2019) discute que linfócitos 

T circulam constantemente na corrente sanguínea, sendo esta uma parte 

fundamental de seu papel na imunovigilância do organismo. Entretanto, 

moléculas de adesão, principalmente integrinas, e estas, por sua vez, são 

ativadas pela ligação de receptores celulares à quimiocinas que levam a 
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alterações conformacionais nas integrinas. Encontramos, portanto, redução na 

adesão de células à parede vascular em animais tratados com AEA, porquanto 

em animais tratados com PEA foi verificada redução do rolamento destas células 

e também de sua adesão. É importante observar, entretanto, que o processo de 

rolamento precede a adesão, de forma a reduzir a velocidade da célula no vaso 

e permitir a interação de integrinas e receptores presentes no epitélio vascular 

(LAWSON; WOLF, 2009). 

Em um modelo de isquemia e reperfusão, MONTECUCCO et al. (2009) não 

encontraram alterações em citocinas e quimiocinas em camundongos tratados 

com o agonista CB2 JHW133, de forma similar aos nossos achados, tanto com 

AEA quanto PEA. Desta forma, os autores investigaram a integrina Mac-1α 

(composta pelo dímero CD11b/CD18) e descobriram que o tratamento com 

JWH133 levava à redução de seus níveis em neutrófilos, limitando a migração 

deste tipo celular. Desta forma, investigamos a Mac-1α através de um dos 

componentes de seu dímero, o CD11b. Esta molécula é comumente expressa 

na superfície de diversas células da linhagem mieloide, como linfócitos e 

neutrófilos, e tem papel crucial na adesão celular. De forma muito interessante, 

AEA levou à redução de CD11b em linfócitos T-CD3, T-CD4 e T-CD8, o que 

corrobora a redução na adesão celular encontrada na microscopia intravital, que 

é revertida na presença de antagonista CB2 e mimetizada por JHW133. AEA e 

PEA levaram à redução desta molécula em linfócitos T-CD4 e CD8, apoiando 

sua interferência na adesão celular. Entretanto, PEA também levou à redução 

do rolamento das células nas paredes dos vasos, o que indica que outros 

mecanismos podem estar envolvidos e não apenas a redução de Mac-1α. Em 

modelo murino de isquemia e reperfusão, DI PAOLA et al. (2012) descreveram 

que o tratamento com PEA cinco minutos antes da reperfusão levou à redução 

de ICAM-1 e L-selectina, moléculas de adesão em células endoteliais.  

A L-selectina, CD62L é uma molécula glicoproteica transmembrana que é 

expressa em quase todos os leucócitos circulantes, sendo vital para o processo 
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de rolamento (IVETIC et al., 2019). De maneira muito interessante, AEA não 

gerou alterações nesta molécula, porquanto PEA reduziu o MFI de CD62L tanto 

em populações de linfócitos T CD4 quanto T CD8. Este resultado demonstra que, 

apesar de desencadearem papeis similares em relação à CD11b e à redução da 

ativação de linfócitos, PEA atua em outros mecanismos além daqueles 

encontrados com o uso de AEA.   

Estes mecanismos culminam, portanto, na proteção do intestino, entretanto, 

outro órgão-alvo da GVHD é o fígado. É importante observar que tanto AEA 

quanto PEA foram também capazes de proteger o este órgão, reduzindo o score 

histopatológico. Entretanto não encontramos alterações nas citocinas e 

quimiocinas avaliadas, mas deve-se ressaltar que apenas CCL2 encontrava-se 

aumentada no grupo veículo.  

Sendo assim, é provável que, em nosso modelo experimental, a mortalidade 

ocorre antes mesmo que a GVHD se instaure neste órgão, como observado por 

PANOSKALTSIS-MORTARI et al. (2004). Em um ensaio temporal, a autora 

induziu a GVHD pelo transplante de células GFP+, permitindo a visualização das 

células transplantadas nos órgãos-alvo. Neste trabalho, a autora demonstra que 

imediatamente após o transplante, seja este singênico ou alogênico, ocorre 

migração das células transplantada para os órgãos linfoides e apenas ao terceiro 

dia, após o enxertamento, as células passam a migrar para os órgãos-alvo, mas 

principalmente o intestino. Ao sétimo dia, período escolhido por nós devido ao 

início da mortalidade, Panoskaltsis-Mortari relata, entretanto, que neste período 

há baixo povoamento de células no fígado dos animais (Figura 44). Esta 

cronologia elucida nossos achados de alterações pontuais no fígado e mesmo 

assim observa-se proteção de PEA através da redução do score histopatológico. 
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Figura 45. Migração de células GFP+ para os órgãos-alvo. A imagem de microscopia 
intravital apresenta as diferenças de migração de células GFP+ (verde) tanto no fígado 
quanto no íleo de animais que receberam transplante alogênico e singênico. Adaptada 
de PANOSKALTSIS-MORTARI et al. (2004).  

 

Tendo em vista os efeitos destes fármacos nos principais órgãos-alvo, 

precisávamos entender, no contexto sistêmico, qual receptor poderia estar 

envolvido, de maneira predominante, no aumento de sobrevida. Para tanto, nós 

inicialmente averiguamos a participação dos receptores canabinóides (CB1 e 

CB2) na GVHD. E, de maneira interessante, o tratamento com antagonistas de 

ambos os receptores não levou a aumento substancial de sobrevida em relação 

ao grupo veículo. Em modelo de colite induzida por TNBS, ENGEL et al. (2010) 

encontraram que animais desprovidos destes receptores se tornavam mais 

susceptíveis à colite, apresentando maior dano em análise histopatológica. 

SALAGA et al. (2014) descrevem ainda que o uso de AM251 bloqueou o efeito 

anti-inflamatório gerado pelo inibidor de FAAH, mas AM630 não apresentou 

efeito.  
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Conforme nossa hipótese inicial, o aumento de sobrevida resultante do 

tratamento com AEA se mostrou dependente de CB2, mas EHRHART et al. 

(2005) discutem que a ativação de CB2 também seria responsável pela inibição 

da produção de citocinas além de reduzir a apresentação de antígenos, mas este 

primeiro efeito não foi observado em animais tratados com AEA. Por outro lado 

e de maneira inesperada, PEA se mostrou parcialmente dependente de CB1. 

Este achado vai de embate com o que havíamos encontrado no ensaio de 

ancoragem, de forma que esperávamos uma resposta similar àquela do AEA. 

Em estudos anteriores, foi observado que Δ9-THC e CBD, que possuem a 

mesma fórmula molecular, se comportam de forma distinta em relação à sua 

interação com receptores canabinóides GALVE-ROPERH et al., 2013)(BERG et 

al., 2021b). Desta mesma forma, observamos que AEA e PEA, apesar de sua 

alta taxa de similaridade molecular desempenharam interações distintas em 

relação aos receptores canabinóides em relação ao aumento da sobrevida dos 

animais com GVHD, de forma que o primeiro se mostrou dependente de CB2 e 

o segundo parcialmente dependente de CB1. Mas devido à similaridade de 

efeitos encontrados, não devemos descartar a possibilidade de que PEA esteja 

sim interagindo com CB2, apesar do antagonismo deste não interferir na 

sobrevida. 

Em um modelo de células de rim isoladas que super-expressam o receptor 

vaniloide 1, um dos potenciais alvos das NAEs, DE PETROCELLIS et al. (2001) 

descrevem que o tratamento com PEA aumentou os efeito de AEA sobre este 

receptor, levando ao aumento das concentrações de Ca2+ intracelular. Em 

modelo de nocicepção induzida por injeção de formalina, CALIGNANO et al. 

(1998) discutem ainda que efeitos do PEA dependentes de CB2 podem ser, na 

verdade, decorrentes da potencialização de AEA que então se ligaria a CB2. Em 

modelo de hiperalgesia inflamatória através de injeção com carragenina, 

JHAVERI et al. (2008) descrevem este efeito de potencialização como 

“entourage effect”, este termo elucida a interação sinérgica entre canabinóides. 
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Portanto, PEA poderia aumentar tanto a concentração como os efeitos de AEA 

endógena, o que justificaria as similaridades que encontramos, mesmo que 

primariamente, em nosso modelo, a ação de PEA tenha se mostrado dependente 

de CB1 e não CB2 como AEA. 

Afinal, AEA e PEA, assim como diversas outras NAEs apresentam tanto vias 

de síntese como vias de inativação em comum, podendo dar origem a 

metabólitos ativos como eicosanoides e prostaglandinas, bem como ácidos 

graxos. Estas moléculas, principalmente as prostaglandinas, podem 

desencadear seus efeitos próprios que podem ou não ser conflitantes com os 

efeitos principais de imunomodulação de AEA e PEA (DI MARZO; PISCITELLI, 

2015).  Ademais, como os demais canabinóides, ambas estas moléculas 

apresentam promiscuidade farmacológica, podendo interagir com diversos 

outros receptores além dos receptores canabinóides que foram o foco de nosso 

estudo. Alguns exemplos sendo o receptor vanilóide de tipo 1, PPARs, 5HT, 

GPRs, dentre outros (PERTWEE, 2006b; 2015; PERTWEE; ROSS, 2002). Desta 

forma, nosso estudo esclarece apenas parte do complexo mecanismo de 

imunomodulação das NAEs, tendo como foco principal a interação de AEA e 

PEA com o receptor CB2. 
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6. Conclusão  

Nosso trabalho demonstra que alterações na disponibilidade de 

endocanabinóides, seja por uso de inibidores de enzimas responsáveis por sua 

degradação ou por administração exógena destas moléculas, leva a um efeito 

protetor e aumento da sobrevida de animais com GVHD. Evidencia-se que o 

tratamento com Anandamida promoveu o aumento de sobrevida através de 

interação com o receptor canabinóide do tipo 2. Este fármaco também promoveu 

a redução do número de linfócitos CD3, CD4 e CD8 no intestino, principal órgão 

alvo da GVHD, promovendo aumento de produção de IL-10 sem interferir no 

processo de enxertamento. Outro endocanabinóide avaliado, o 

Palmitoiletanolamida também aumentou a sobrevida, mas este fenômeno foi 

parcialmente dependente de CB1 e não CB2. Observamos também efeito protetor 

nos órgãos-alvo, com redução de CD4 e CD8 no intestino e redução de CD8 no 

fígado. PEA levou também ao aumento de IL-10 no intestino e interferiu no 

processo de adesão e rolamento de células nos vasos mesentéricos, levando à 

redução da expressão de CD11b e CD62L em células CD4 e CD8 no intestino, 

porquanto AEA levou à redução apenas da adesão destas células e da 

expressão de CD11b.  Desta forma, fica evidente que estes fármacos 

apresentam grande potencial terapêutico na doença do enxerto-contra-

hospedeiro, principalmente por serem moléculas também endogenamente 

produzidas e, portanto, bem suportadas tanto pelo organismo humano quanto 

murino. Mais investigações se fazem necessárias para compreender os 

mecanismos de ação de PEA, mas a possibilidade de que alguns de seus efeitos 

sejam por ação sinérgica à AEA endógena pode trazer vantagens ao tratamento 

com este fármaco, uma vez que além de seus próprios efeitos 

imunomodulatórios e anti-nociceptivos haveriam também os efeitos da AEA 

endógena. Com este trabalho esperamos ter elucidado alguns dos mecanismos 

e efeitos destes fármacos na doença do enxerto-contra-hospedeiro, ressaltando 

o potencial terapêutico dos endocanabinóides.  
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