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RESUMO

A doenca do enxerto-contra-hospedeiro (‘graft-versus-host disease’ - GVHD) € uma
complicacdo secundaria ao transplante de medula 6ssea e leva o receptor a desenvolver uma
inflamacao sistémica com alta mortalidade e morbidade. Terapias atuais apresentam baixa
efetividade profilatica e comumente falham em promover um balangco entre inflamacao e
imunossupressao. O endocanabinéide Anandamida (AEA) e seu analogo mais saturado
Palmitoiletanolamida (PEA) sdo moléculas imunomoduladoras enddégenas produzidas sob
demanda e rapidamente hidrolisadas. Neste trabalho, investigamos os efeitos destas N-
acetiletanolaminas (NAEs) na complexa patologia da GVHD. Primeiramente avaliamos o0s
efeitos de um inibidor seletivo e irreversivel da hidrolase amida de acido graxo (FAAH) o MAFP
que, a partir da inibicdo desta enzima, leva ao aumento dos niveis enddgenos das NAEs. Este
tratamento levou a um aumento de 80% na sobrevida dos animais com GVHD. Em seguida
os animais foram tratados com AEA exdgena, que aumentou a sobrevida em 60%, reduzindo
também os sinais clinicos da doenca. O tratamento com AEA levou também a reducdo no
namero de células CD3, CD4 e CD8, reduzindo também a ativagdo destas duas ultimas, sem
reduzir citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias. Entretanto, AEA levou a um aumento de
IL10 no intestino dos animais. De forma interessante, AEA reduz Mac-1a, reduzindo desta
forma a adesao das células transplantadas, nos vasos mesentéricos. Este efeito foi abolido
por antagonista CB e foi reproduzido pelo JWH133, um agonista seletivo deste receptor, cujo
efeito foi também abolido pelo antagonismo de CB,. Em seguida, testamos a similaridade
entre AEA e PEA e a capacidade de ligacdo a CB, de PEA para compreender se esta 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 apés
refinamento de ancoragem molecular, sendo que encontramos predominancia da forca
eletrostética sobre a forga estérica em relagdo a contribuicdo destas para comparacdo de
sobreposi¢cdo. 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
namero de células CD8 e a ativacdo de células CD4 e CD8. Assim como AEA, PEA néo
reduziu a liberag&o de citocinas, mas levou ao aumento de IL-10 e interferiu tanto no processo
de adeséo quanto de rolamento. Entretanto, seu efeito sob 0 aumento na sobrevida parece
ser dependente de CB; e ndo CB,, e PEA levou a reducao da diarreia dos animas, efeito este
que foi abolido pelo tratamento com antagonista CB1. Desta forma, este estudo demonstra
gue existem outros fatores determinantes para interagdo farmacologica in vivo, além da
similaridade molecular de dois farmacos. E ambos os receptores CB: e CB, podem participar
diferentemente na regulacdo e protecdo contra a GVHD através de sua interacdo com
endocanabindides.

Palavras-chave: Inflamacéo, canabindides, doenca do enxerto-contra-hospedeiro



ABSTRACT

Graft-versus-host disease (GVHD) —a secondary complication of bone marrow
transplantation—Ileads 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
(NAESs) 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-1a, thus lowering adhesion of transplanted cells in mesenteric veins. Furthermore, the
effects caused by anandamide treatment are due to CB; receptor, whereas AEA effects were
abolished by CB, antagonist. These effects are mimicked by JWH133 - a CB; selective agonist
— an, again, abolished by treatment with CB; antagonist. Therefore, we tested the level of
similarity between AEA and PEA, and capability of docking in CB. 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 CB: interaction and not CB, and PEA led to a reduction in mice diarrhea and this
effect was abolished by CB; antagonist. Thus, this study shows that molecular similarity is hot
the only factor determinant to its interaction in vivo, and other factors could interplay in this
response. Furthermore, both CB; and CB; 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. Introducéao

1.1. A doenca do enxerto-contra-hospedeiro ou Graft-versus-host
disease (GVHD)

A medula 6ssea é onde se originam todas as células da linhagem
hematopoiética (SZYSKA; NA, 2016). Desta forma, o transplante de medula
0ssea consiste em uma terapia curativa para uma seérie de doencas de origem
hematopoiética, como leucemia, linfomas, talassemias, anemias (aplasica,
falciforme e outras); doencas de ordem imunoldgica, como doencas autoimunes
(Idpus); e também certos tipos de tumores malignos, solidos 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 decorréncia de uma
doenca secundéria ao transplante conhecida como doenca do enxerto-contra-
hospedeiro (DECH) ou Graft-versus-host disease (GVHD) (FERRARA et al.,
2009). A GVHD é uma doenca sistémica de rapida evolucéo, que ocorre devido
a disparidades antigénicas entre doador e hospedeiro (organismo que recebe o
transplante), caracterizando-se por exacerbada resposta inflamatéria e lesao
tecidual sistémica, de forma que os principais 6rgaos-alvo séo o intestino, a pele,
o figado e os pulmbes (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
doenca estd, portanto, associada a significante morbidade e mortalidade
(BLAZAR et al., 2012), sendo a principal causa de mortalidade nao-relacionada
a recidiva tumoral (MAJOR-MONFRIED et al., 2018), gerando resisténcia médica
em optar por esta terapia (BARTON-BURKE et al., 2008).

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

geneticamente idéntico (transplante singénico) ou de um doador compativel
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geneticamente distinto, aparentado ou néo (transplante alogénico), é necessario
gue a medula residente sofra ablacdo, a este processo da-se o nome de regime
de condicionamento (LJUNGMAN et al., 2006). Este processo pode ser realizado
através de farmacos ou de radiacdo (MAPARA et al., 2006). O regime de
condicionamento € parte fundamental para que haja menor risco de rejeicdo ao
transplante e para que ocorra a quimerizacdo entre hospedeiro e a medula
transplantada (GONZALEZ et al., 2002). Durante o regime de condicionamento
havera dano tecidual no hospedeiro com liberacdo de mediadores inflamatorios,
como citocinas e quimiocinas. Ha também aumento da expresséo de moléculas
do complexo de histocompatibilidade maior (MCH) e moléculas co-estimulatorias
de células apresentadoras de antigenos (APCs), gerando um ambiente favoravel
a GVHD (JAKSCH; MATTSSON, 2005).

A doenga ocorre, portanto, pela ativacao dos linfécitos 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 apresentacéo
cruzada ocorre através de MHC-I no caso de linfocitos T CD8 e por MHC-1l em
células como os linfécitos T CD4 (SCHROEDER; DIPERSIO, 2011). Desta
forma, a expanséao de células T aloreativas citotoxicas efetoras, com tempestade
de citocinas, e a decorrente migracdo destas células para os 6rgdos-alvo
perpetuam a resposta inflamatéria e caracterizam os estagios iniciais da GVHD
(YANG et al., 2017) (Figura 1).

, Regime de condicionamento Ativacio detii de células
{Primming) tivacao de células e co-es B ivas

. APC [ 3 APC
A { regeptor ¢ ¢ ¢ ‘»\ Doador .. ~.
. - — ¢4 a4 L Ll
Dano aos tecidos do hospedeira endogenos < Axgem .. &
criando um ambiente pré-inflamatério) MHC | MHC “9%™  MHC| SMHC I [ T ) ®

- \_X/ col® W, oz @ @ Orgdo Linfoide
Liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias Maturagdo de APCs Migragdo para os

TNFa  IL-1 1l-6 Apresentagdo de antigenos 6gaos-alvo
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Figura 1 - A génese da doenga do enxerto-contra-hospedeiro. O dano aos diversos
orgdos e tecidos do hospedeiro, incluindo os Orgdos-alvo, durante o regime de
condicionamento instaura um ambiente pré-inflamatério antes mesmo que ocorra o
transplante de medula. Apds o transplante estas células encontrardo um ambiente com
células remanescentes ja ativadas e haverd também apresentacéo cruzada de APCs do
doador apds maturacdo e APCs remanescentes do hospedeiro aos linfécitos CD4 e
CDS8, através de MHC Il e I, respectivamente. Por fim, as células T aloreativas passarao
por expanséao clonal e migrardo para os tecidos e 6rgdos-alvo perpetuando a resposta
inflamatdria e causando danos. Baseado em SCHROEDER e DIPERSIO (2011).

1.2. Os 6rgaos-alvo da GVHD aguda

Em 2016 HARRIS et al. (2016) publicaram junto ao Consorcio Internacional
para GVHD aguda Monte Sinai (MAGIC) uma padronizagao para caracterizacao
da GVHD aguda em pacientes que receberam transplante de medula 6ssea.
Estas diretrizes sdo consideradas como critério basico e internacional para o
registro e definicdo da doenca em humanos. Com base nestes critérios, GVHD
aguda e crbnica sao diferenciadas principalmente pela sintomatologia e érgaos
acometidos, sendo que na GVHD aguda sua gravidade € atribuida através da
guantificacdo da intensidade de sintomas como a extensdo do rash cutaneo,
niveis de bilirrubina e volume de diarreia, permitindo a melhor avalicdo do
acometimento de pele, figado e intestino; os principais 6rgdos-alvo da GVHD
aguda (HARRIS et al., 2016).

7

A pele é comumente relacionada a GVHD, entretanto diversas causas
potenciais estdo relacionadas ao aparecimento de rash cutaneo, caracterizado
por eritema inflamatoério, em pacientes com GVHD, como efeito adverso da
medicacdo ou infecgdes oportunistas (FERRARA et al., 2009). Desta forma, o
grau de acometimento da pele sera decidido pela presenca de eritema
generalizado, porcentagem de superficie corporal acometida, aparecimento de
bolhas e descamacéo. A presenca de todos estes fatores com acometimento
maior que 5% da superficie corporal caracteriza o estagio 4 de acometimento da
pele por GVHD (HARRIS et al., 2016).

O figado, por sua vez, € o menos frequente 6rgdo-alvo envolvido na GVHD,

entretanto, a deteccdo de alteracbes neste Orgado esta frequentemente



28

relacionada a um prognéstico desfavoravel (LEVINE et al., 2015; ROBIN et al.,
2009). O acometimento do figado € determinado principalmente pelos niveis de
bilirrubina, biopsia e niveis de transaminases. Entretanto, o aumento de
bilirrubina pode ocorrer devido a toxicidade do regime de condicionamento e
outros fatores, de forma que este fator s6 é determinante quando o
acometimento de outros 6rgaos pela GVHD ja foi comprovado (HARRIS et al.,
2016).

O envolvimento do trato gastrointestinal (TGI) pode ser divido em
acometimento da porcao superior que corresponde ao esofago, estbmago e
duodeno (24-60% dos pacientes) (MARTIN et al., 2004) e a porcéo inferior que
corresponde ao intestino grosso, apéndice, célon, reto, anus; sendo este o mais
acometido pela GVHD aguda e mais frequentemente associado a mortalidade
ndo-relacionada a reincidéncia tumoral. Os sintomas associados ao
acometimento do TGI superior sdo anorexia, nausea, vomitos e dispepsia, mas
suas causas podem ser relacionadas a mucosite, infeccbes oportunistas,
toxicidade do regime de condicionamento e até mesmo efeito adverso de
medicacdo (MACMILLAN et al., 2015). O acometimento da porcao inferior do
TGI esta, por sua vez, associada a diarreia, presenca 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%, j& nos primeiros trés meses apos
transplante e, nestes casos, € associada a um prognostico negativo e aumento
de mortalidade (FUJI et al., 2015).

Por fim, YANG et al. (2017) encontraram uma incidéncia de 49.29% e 27.3%,
para GVHD aguda e cronica, respectivamente em humanos adultos submetidos
ao transplante alogénico. Mas em pacientes pediatricos a incidéncia de GVHD
agudo pode variar de 40 a 80%.(FARACI et al., 2012). E mesmo em transplantes
singénicos a GVHD pode ocorrer em até 27% dos pacientes pediatricos 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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linfécitos auto-reativos (ADAMS et al., 2004; FARACI et al., 2012; GATZA et al.,
2020; HERNANDEZ-NUNEZ et al., 2003; LATIF et al., 2003). E importante
ressaltar, entretanto, que a incidéncia da GVHD depende de diversos fatores
etiolégicos, como o tipo de transplante realizado, compatibilidade entre o doador
e 0 hospedeiro, regime de condicionamento, idade, medicagao preventiva,
doenca 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 6rgaos-alvo (PENACK et al., 2020) (Figura 2).
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Figura 2. O potencial curativo do transplante de medula éssea. Diversas doengas de
origem hematopoiética (vermelho), doencas malignas (azul) e doencas auto-imunes
(amarelo). Ademais o transplante alénico, apesar de apresentar um maior GVT/GVL
leva a alto risco de GVHD com até 50% de mortalidade. Tendo como principais 6rgdos
alvo, durante a GVHD aguda, o figado e o intestino.
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1.3. Profilaxia e tratamento contra a GVHD

A GVHD é, portanto, uma desordem imunolégica que pode ocorrer mesmo
qguando ha profilaxia agressiva com farmacos imunossupressores, dentre eles
destacam-se os corticoides. Mesmo com constantes progressos na medicina o
principal tratamento para esta doenca permanece sendo o0 uso prolongado de
imunossupressores e corticoides (JAMIL et al., 2015; DEVETTEN et al., 2004).
Os corticoides sdo os farmacos usados na prevencdo e na primeira linha de
tratamento da DECH (JAMIL et al., 2015), pois eles apresentam um amplo efeito
anti-inflamatoério e imunossupressor (DEVETTEN et al., 2004). Entretanto, o
tratamento pode causar inUmeros efeitos adversos, como degastes musculares,
osteoporose e a Sindrome de Cushing (Poetker et al., 2010; Peppa et al., 2011).
Além dos efeitos adversos e doencas secundarias que podem decorrer da
imunossupressao a longo prazo os corticoides apresentam ainda mais uma
complicacdo: os pacientes podem apresentar GVHD refrataria a corticoides
(DEVERGIE; JANIN, 2008). Além de seu uso como profilaxia pos-transplante, o
uso de altas doses de corticoides é considerado o tratamento padrao inicial para
a GVHD aguda (HILL et al., 2018). Entretanto, a reposta ao tratamento ndo é
uniforme e a taxa de sobrevida ap06s dois anos de tratamento € 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 vém sendo
utilizados como profilaxia e durante o regime de condicionamento. Este € o caso
do farmaco alemtuzumab, um anticorpo anti-CD32 (RESENDE et al., 2017;
TEIXEIRA et al., 2015) e outros farmacos, como Sirolimus (SANDMAIER et al.,
2019), ciclosporina (ZEISER; BLAZAR, 2017) ou tacrolimus (GANETSKY et al.,
2016).
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Novas terapias tém 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 sao células
modificadas que passam a expressar antigenos quiméricos, permitindo que elas
tenham como alvo receptores e tipos celulares especificos, no intuito de reduzir
a resposta inflamatéria (SANBER et al., 2021). O principal viés desta terapia e
também da terapia com anticorpos monoclonais € a toxicidade alta, com possivel
acometimento por sindrome de liberagdo de citocinas e sindromes neuroldgicas
desencadeadas por células imune-efetoras (LEE et al., 2019; SCHUSTER et al.,
2019). E, independentemente destes efeitos ainda ha risco de GVHD e, neste

caso, 0 uso de corticoides volta a ser a terapia padrdao (ANWER et al., 2017).

Apesar dos tratamentos profilaticos a alta incidéncia da GVHD evidencia a
necessidade de desenvolver um tratamento que ndo somente reduza a taxa de
mortalidade e os extensos danos teciduais em pacientes com GVHD, mas que
nao leve o paciente a um estado de imunossupressdao. Uma maneira de realizar
este screening inicial por novos farmacos € através de modelos experimentais

que mimetizem a doenca clinica em humanos.
1.4. O modelo experimental

A GVHD foi primeiramente descrita por Dirk van Bekkum em 1956, como uma
doenca secundaria ao transplante de medula 6ssea, este médico e pesquisador
foi também responsavel por identificar varidveis e fatores de maior propenséo a
doenca. Van Bekkum também estabeleceu o primeiro modelo animal para
estudo da GVHD, utilizando-se de caes da raca 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
alogénico de esplendcitos para camundongos previamente irradiados (WILL;
WYNN, 2006).
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Atualmente, diversos grupos estudam a GVHD aguda através do transplante
alogénico de medula Ossea e esplenocitos de animais C57BL/6) 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 irradiacao previa permite a ablacdo da medula residente para que possa haver
enxertamento da medula transplantada. O transplante de esplendcitos em
associacado com as células derivadas da medula 6ssea irdo garantir que o animal

venha a desenvolver GVHD.
1.5. O sistema canabindide

Atualmente, as principais terapias farmacologicas disponiveis para o
tratamento da GVHD falham em gerar equilibrio imunolégico, levando o paciente
a um estado de imunossupressdo. Neste contexto, terapias baseadas em
moléculas com conhecido efeito imunomodulatério, como o0s canabindides,

tornam-se interessantes alvos terapéuticos.

A sinalizacéo via sistema canabindide regula a proliferacdo, diferenciacéao e
sobrevida celular, de forma que a reposta deve variar de acordo com os alvos
moleculares e o contexto (GALVE-ROPERH et al., 2013). E especialmente
interessante investigar se agonistas deste sistema teriam efeito imunomodulador

com resultados positivos, principalmente na sobrevida, na GVHD.

O sistema endocanabinéide € composto, portanto, de receptores
canabindides do tipo 1 e 2 (CB1 e CBz, respectivamente), agonistas enddgenos
também conhecidos como endocanabindides e enzimas responsaveis pela
hidrolise, recaptacédo e metabolismo dos endocanabindides. Ademais, moléculas
exogenas podem interagir com este sistema, como fitocanabindides e
canabindides sintéticos, que incluem agonistas e antagonistas dos receptores
canabinoides. (GUZMAN, 2003; MECHOULAM; HANUS, 2002; MENDIZABAL;
ADLER-GRASCHINSKY, 2003; PERTWEE; ROSS, 2002)
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O primeiro canabindide a ser investigado, em modelo experimental de GVHD
em camundongos, foi o A9-THC (PANDEY et al., 2011). Neste estudo os autores
relatam que o tratamento com este farmaco reduziu os danos no figado e
intestino dos animais, reduziu o nimero de linfocitos T e promoveu células T
regulatorias. De forma muito interessante neste estudo os efeitos do A9-THC se
mostraram parcialmente dependentes do receptor CB:1 e de CB2, mas os efeitos
foram completamente abolidos quando foi realizada a inibicdo simultanea dos

dois receptores.

O segundo canabindide 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 a fase 2 em que os pacientes foram
tratados com CBD de forma complementar, havendo reducdo dos sinais clinicos
e prevengao da perda de peso. Em trabalho anterior nosso grupo demonstrou
em modelo murino de GVHD aguda que os mecanismos de acdo de CBD estéo
associados ao receptor CB2 e ndo CB1, de forma que este farmaco levou também

ao aumento de ceélulas T regulatorias (BERG et al., 2021a).

O Canabidiol é uma molécula exdgena,(fitocanabinoide) capaz de interagir
com o sistema endocanabindide através de receptores canabindides, inibindo a
FAAH e promovendo o aumento de Anandamida endégena (MECHOULAM,;
HANUS, 2002). Desta forma, torna-se interessante a investigacdo de
endocanabindides e seu papel na fisiopatologia da GVHD, jA& que estas
moléculas enddgenas sado diferentemente seletivas para receptores CB:
(presente majoritariamente em tecido nervoso) e CB:2 (periferia e células imunes)
(ALBERICH JORDA et al., 2004; 1ZZ0O et al., 2001; ROBINSON et al., 2015)
(Figura 3). O receptor CB2 esta amplamente expresso no sistema imunoldgico,
principalmente em linfécitos B e T, células NK, mondcitos e neutrdfilos, de forma
que agonistas canabindides podem modular a liberagdo de citocinas e a

migracao destas células (JIANG et al., 2011).
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Figura 3. Formulas quimicas dos principais canabinoides com potencial anti-
inflamatdrio. As estruturas bidimensionais encontram-se simplificadas e ndo séo a Unica
conformacédo possivel para estas moléculas. Na porcao superior da figura encontram-
se dois fitocanabinoides derivados da Cannabis sativa, o Canabidiol (CBD - C,;H3,0,)
e o Tetrahidrocanabinol (THC - C,;H300;). Na porc¢éo inferior da figura encontram-se
guatros dos endocanabinoides mais conhecidos e estudados, a Anandamida (AEA -
C22H37NO>), o Palmitoiletanolamida (PEA - CisH37NO3), 0 2-araquidonilglicerol (2-AG -
Ca23H3504) e a Oleoiletanolamida (OEA - C20H39NO3). Adaptado de BURSTEIN e ZURIER
(2009) e GUZMAN (2003).

O primeiro endocanabindide a ser isolado, em 1992, foi a Anandamida (AEA),
sendo o primeiro ligante enddégeno dos receptores canabindides a ser
identificado. Sua descoberta reacendeu a busca por outros ligantes enddégenos
deste sistema, que posteriormente passaram a incluir as N-acetiletanolaminas
(NAESs), grupo que inclui AEA e outras moléculas como a Palmitoiletanolamina

(PEA), uma versao mais curta e saturada, analoga a AEA (Figura 4); além de
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outros endocanabindides como a Oleoletanolamina (OEA),
Stearoylethanolamide (SEA) e inUmeros outros (LAMBERT et al.,, 2002). As
NAEs sdo encontradas em quase todos os tecidos de mamiferos e sao
normalmente produzidas sob demanda, podendo se acumular durante
processos inflamatorios, de forma que seus efeitos anti-inflamatérios e
imunomodulatérios ja foram descritos em inumeras patologias humanas e
modelos experimentais (LAMBERT et al., 2002), como a colite (HARVEY et al.,
2014) e dor inflamatéria (GUINDON et al., 2006).
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Figura 4. Sintese e degradacdo de AEA e PEA. Aqui ilustram-se simplificacdes das
principais vias de sintese e degradagdo comuns a AEA e PEA. Abreviaturas utilizadas:
NAT — N-acetiltransferase dependente de calcio; INAT -  N-acetiltransferase
independente de célcio; 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 investigacdo de endocanabindides e
seu papel na fisiopatologia da GVHD, ja que estas moléculas endogenas séo
diferentemente seletivas para receptores CB1 (presente majoritariamente em
tecido nervoso) e CB: (periferia e células imunes) (ALBERICH JORDA et al.,
2004; 1ZZ0 et al., 2001; ROBINSON et al., 2015) (Figura 5).
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Portanto, a hip6tese deste projeto € que o tratamento com endocanabindides
possa modular a migracédo de leucdécitos para os tecidos alvo da doencga, bem
como a producéo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias, controlando a
amplificac@o da resposta inflamatdria, evolugéo da doenca e mortalidade. Para
tanto, decidimos investigar dois endocanabinoides que apresentam conhecida
capacidade de se ligar a receptores CB2, Anandamida (AEA) (ROSS et al., 2001)
e Palmitoilethanolamida (PEA) (LAMBERT et al., 2002).

Receptores Canabindides
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Figura 5. Localizacdo dos Receptores Canabinoides. Distribuicdo classica dos
receptores CB; e CB; pelo corpo humano. E importante salientar que esta distribuicao
encontra-se simplificada e indica o predominio de expressdo de um receptor ou outro
no sistema ou o6rgéo 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 farmacos pertencentes ao grupo de
endocanabinoides conhecido como N-acetiletanolaminas no controle da
resposta inflamatéria em camundongos submetidos a doenga do enxerto-contra-

hospedeiro.
2.1. Objetivos Especificos

2.1.1. Avaliar se a doenca leva a alteracdo dos niveis de Anandamida
enddgena.

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

hidrolase de acido graxo (FAAH), na sobrevida e aspectos clinicos 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:

e sobrevida e evolucéo da doenca;

e sobre o enxertamento nos 6rgaos linfoides;

e resposta inflamatéria e recrutamento de linfocitos para os 6rgaos-alvo;

e alteracdo de niveis das citocinas e quimiocinas envolvidas na GVHD
aguda.

2.1.5. Avaliar a participacado dos receptores canabindides classicos nos efeitos
ocasionados por estes farmacos através do uso de antagonistas especificos dos
receptores CB1 (AM251) e CB2 (AM630).



Metodologia
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3. METODOLOGIA
3.1. Animais

Camundongos com oito a doze semanas de vida, isogénicos 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 (23°C +

2°C), acesso livre a 4gua e racéo e ciclo claro-escuro de doze horas (7am-7pm).

Os procedimentos experimentais retratados neste trabalho foram previamente
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Minas Gerais (CEUA-UFMG), estas permissdes podem ser encontradas
através dos protocolos 337/2014 e 203/2021. E importante esclarecer que este
trabalho é parte de um projeto maior que correlaciona fitocanabindides e
endocanabindides, sendo apresentado ao CEUA como um grande projeto e
iniciado em 2014, entretanto os resultados que aqui seguem representam nossa
investigacdo acerca de endocanabinodides, sendo continuidade de meu trabalho
de mestrado e, portanto, foi necesséria extensdo do protocolo CEUA.

3.2. Inducéo da doenca do enxerto-versus-hospedeiro

Os camundongos BALB/C de 8 a 12 semanas receberam duas doses de
3,5Gy de radiacado gama, fonte de Cobalto60, para ablacéo total de seu sistema
imune. A seguir, estes animais receberam 3x107 esplendcitos e 1x107 células de
medula Ossea, de animais C57BL/6j] ou BALB/C, através de injecao i.v.
(CALCATERRA et al., 2008; CASTOR et al., 2012).

Os animais doadores (C57BL/6j ou BALB/C) foram anestesiados atraves de
injecao i.p. de 100 mg/Kg de cetamina junto & 10 mg/kg de xilazina em salina,
sendo entdo eutanasiados por deslocamento cervical e embebidos em Alcool

70% antes de serem levados a camara de Fluxo laminar onde foi realizada a



41

extracdo de baco e medula. Para obtencdo dos esplendcitos, o baco de
camundongos doadores foi coletado através de incisdo na porcao lateral do
abdome do animal doador. Os bacos foram entédo imediatamente colocados em
meio RPMI-1640 Cultilab® gelado. Em seguida os bagos foram macerados e
filtrados por Cell Strainer de Falcon® de nylon (70um) [QTY 1 — Ref 352350] e

transferidos para um falcoon (Figura 6 -A).

As medulas foram obtidas a partir de fémur e tibia de animais doadores e
coletadas com auxilio 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 extraida através da pressdo ocasionada pela injecdo do meio RPMI 1640
(Figura 6 - B).

Tanto as amostras de baco quanto medula foram centrifugadas a 1200 rpm
por 5 minutos a 4°.C. Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
pellet remanescente foi ressuspendido em 10mL de meio RPMI-1640. Destes
10ml, 10puL foram retirados e ressuspendidos em 900uL de RPMI-1640 e desta
solucéo foram pipetados 50uL que foram homogeneizados com 50uL de azul de
Tripan. Apoés esta diluicdo, as células foram contadas em camara de Neubauer.
Esta contagem foi realizada a fim de verificar a viabilidade celular e ajustar o

namero de células viaveis a serinjetadas no animal hospedeiro.
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Figura 6. Obtencdo de Esplendcitos e medula de camundongos doadores. Apés a
eutdnasia de doadores C57BL/6j ou BALB/c os bagos foram coletados por incisdo
lateral, porquanto as medulas foram obtidas do fémur e tibia destes animais. (A) o baco
foi removido, macerado e filtrado em CellStrainer de 70 um sendo mantido em
RPMI1640. (B) A medula foi obtida de fémur ou tibia através da inser¢éo de uma agulha
de 22G acoplada a uma seringa de 3mL contendo RPMI1640, permitindo a expul¢ao da
medula diretamente para uma placa de petri contendo também meio de cultura. Imagem
elaborada com auxilio do software Biorender.

Nosso grupo controle foi formado por animais BALB/C que receberam
transplante singénico contendo o mesmo numero de esplendcitos e células de
medula-éssea de outros animais BALB/C (Figura 7 - A), ndo apresentando
reacao do enxerto-contra-hospedeiro. Desta forma, os animais que receberam
transplante alogénico, de animais C57BL/6j, desenvolveram GVHD (CASTOR
et al.,, 2010; CASTOR et al., 2011; EL-HAYEK et al., 2005) (Figura 7 - B). Para
evitar infeccbes 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 apdés o transplante
(BOCHER et al., 1999). Os tratamentos foram sempre iniciados com uma hora
de antecedéncia ao inicio do regime de condicionamento, no caso do tratamento
com antagonistas, este foi iniciado duas horas antes, para que o tratamento com

o farmaco de interesse se desse no prazo acima citado.
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Figura 7. Modelo experimental. Animais BALB/c passaram por ablagédo total de sua
medula residente através de duas doses de 3,5Gy. Em seguida estes animais
receberam transplante de 3x10’ esplendcitos e 1x107 células de medula 6ssea de (A)
doadores singénicos BALB/c ou (B) alogénicos C57BL/6j, de forma que este segundo
grupo foi dividido em animais que receberam veiculo ou o farmaco de interesse.

3.3. Quantificacdo de Anandamida

Ao sétimo dia apdés o transplante, animais que receberam transplante
singénico ou alogénico, nédo tratados, foram eutanasiados por deslocamento
cervical e seu sangue, figado e intestino foram coletados. O figado foi
imediatamente alocado em um eppendorf e congelado em nitrogénio liquido,
porquanto o sangue foi rapidamente centrifugado a 1200 RPM por 10 minutos a
4°C, sendo a fracéo de soro coletada e imediatamente congelada em nitrogénio
liquido. O intestino foi rapidamente cortado em uma placa gelada, sendo a
porcdo do jejuno-ileo isolada e lavada internamente com PBS-1x a 4°C para
remocao do conteldo intestinal, sendo em seguida alocado em um eppendorf e
congelado em nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas em freezer -

80°C até analise.

Para a quantificacdo, 100mg de figado e jejuno-ileo ou 100ul 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 proteina nas amostras foi quantificada través de ensaio
de Bradford (Biorad, Munique, Alemanha), e a extracdo se deu através do
meétodo de BLIGH e DYER (1959). Desta forma, 500 ul deste homogenato em
metanol recebeu 10 pl da solucdo de padrao interno, em uma concentragao de
500 ng/ml, sendo homogeneizada por 30 minutos a 30Hz, com adicdo de agua
e cloroférmio. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2000xG por 10
minutos a 4°C e a porcéo inferior equivalente a fase organica foi coletada. A
porgdo superior remanescente foram adicionados 450 ul de cloroformio e os
passos anteriores foram repetidos para nova extracao, ap0s centrifugacéo a fase
organica foi novamente coletada e acrescida a amostra anterior. As amostras
foram entdo colocadas em uma centrifuga a vacuo por uma hora a temperatura
ambiente para secagem. As amostras secas foram ressuspendidas em 50yl de
MeOH/H20 (7:3 v/v) e esta solucdo foi injetada em Cromatografia Liquida

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

Para a quantificacdo, 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 espectrofotdmetro de massa (TripleTOF 5600+;
Sciex-Foster, CA, USA). Para a separacdo cromatografica foi utilizada uma
coluna Ascentis de 15cm x 2.1mm x 2,7um. As fases méveis foram compostas
de agua e acetonitrila com 0,1% de acido formico. A analise de Monitoramento
de Reacdes Mdltiplas em alta resolucdo foi utilizada uma vez que o
espectrofotometro foi operado de maneira positiva. Os resultados estdo

expressos em picogramas de proteina por miligrama de tecido
3.4. Tratamentos utilizados

Em todos os experimentos realizados os animais foram divididos em: grupo
singénico (BALB/c — BALBI/c), que ndo recebeu tratamento; grupo veiculo,
composto de animais que receberam transplante alogénico (C57BL/6j —
BALB/c) e foram tratados com o diluente do farmaco a ser avaliado; e, por fim,
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grupo tratado, que recebeu o farmaco a ser avaliado diariamente, do dia da
inducdo da GVHD até o término do experimento. Todos os tratamentos foram

realizados por injecao i.p. Neste estudo os farmacos utilizados foram:

e Anandamida (AEA): N-(2-Hidroxiethil)-52,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenamida.
Doses avaliadas: 2,5 mg/kg, 5 mg/kg e 10mg/kg.
Veiculo: 1,25% etanol + 1,25% TocrisSolve em PBS1x.

Marca: Cayman Chemical Company, Michigan, USA

e Palmitoiletanolamida (PEA): N-(2-Hidroxiethil) hexadecanamida
Dose: 1 mg/kg, 5 mg/kg e 10mg/kg.
Veiculo: 1,25% de etanol + 1,25% de DMSO em PBS1x

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

e MAFP: acido fosfonofluoridico
Dose: 1mg/kg
Veiculo: 2,5% de Acetato de metila em PBS1x

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

e Antagonista CB1 (AM251): N-(Piperidino-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-methil-1H-pirazole-3-carboxamida

Dose: 1mg/kg

Veiculo 2,5% DMSO em PBS1x

Marca: Tocris®, Sellex, S&o Paulo, SP, Brasil

e Antagonista CB2 (AM630): 6-lodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil)ethil]-1H-indol-3-
ilj(4-methoxifenil)metanona

Dose: 1mg/kg

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

Marca: Tocris®, Sellex, S&o Paulo, SP, Brasil
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e Agonista CB2 (JWH133): 6-lodo-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.

Veiculo 2,5% DMSO em PBS1x

Marca: Tocris®, Sellex, Sdo Paulo, SP, Brasil
3.5. Analise 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 alteracdes de saturacdo na cadeia carbdnica fariam deste
analogo uma alternativa potencial no tratamento da GVHD, através de interacado
com o receptor CB2. Sendo assim, realizamos ensaios de ancoragem molecular
e similaridade por sobreposicao para definir se existe de fato analogia entre estas
moléculas e se o PEA seria capaz de se ligar em receptores canabindides,
principalmente CB2, uma vez que este se mostrou importante no controle da
resposta inflamatéria 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 investigagdo, 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 nhatureza
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
relacéo ao PEA, foi utilizado o] SMILES canbnico
CCCCCCCCCCCCCCCC(=0)NCCO, encontrado sob o CID 4671 (Figura 8 — B).
Em ambos casos, os dados foram computados pelo OEChem2.3.0, onde
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também foi realizado o ensaio de sobreposi¢édo das formas de menor energia do
isémero bioativo da AEA e do PEA (Figura 8 -C)

A B
Palmitoiletanolamida (PEA)
H
-
[l 1 v T
" 8
CCCCC/C=C\C/C=C\C/C=C\C/C=C\CCCC(=0O)NCCO CCCCCCCCCCCCCCCC(=0)NCCO
C1gHyNO,
C Andlise de Similaridade Molecular

Figura 8. Analise de similaridade entre AEA e PEA. (A) Desenho estrutural simplificado
da AEA seguida de seu SMILES e formula molecular. (B) Desenho estrutural
simplificado da PEA seguida de seu SMILES e formula molecular. (C) Exemplificagédo
de como foi conduzida a analise de similaridade por sobreposicdo das moléculas,
utilizando as formas de melhor classificacdo de ambas as moléculas para avaliar a
influéncia da contribuicdo estérica e eletrostatica. Imagem obtida através do softare
BioVia Discovery Studio 2020.

O modelo cristalografico do receptor CB2 humano foi utilizado para estas
analises, tendo sido obtido através do Protein Data Bank sob o codigo 6KPC
(HUA et al., 2020) (Figura 9). Este modelo foi obtido através de difracédo de raios-
X e apresentado em uma resolugéo de 3.20 A. 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 - C2sH37NO3) descrito na
cristalografia foi utilizado como controle positivo de interagdo agonista no sitio
ortostérico de ligacédo do receptor. As coordenadas do sitio de ligacao relativas
ao controle positivo foram definidas como 9.58, 1.60, -46.70 (X,Y, Z), porquanto

suas dimensdes foram 14.55, 18.77 e 15.20, valores estes expressos em A.
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Receptor Canabinoide do tipo 1 —CB, Receptor Canabinoide do tipo 2 - CB,
Identificador RCSB PBD: 6WSK Identificador RCSB PBD: 6KPC

Figura 9. Estruturas cristalograficas do receptores canabinoides. Representacao
simplificada das estruturas dos receptores canabinoides (A) CB; e (B) CB,, obtidos
através de cristalografia por difracéo de raios-x. As imagens foram geradas com auxilio
do softare BioVia Discovery Studio 2020 e a identificagdo de ambas as estruturas no
Protein Data Bank encontram-se abaixo da identificacdo das estruturas.

3.5.2. Anédlise in silico

O fluxo de trabalho para esta andlise envolveu trés passos principais:
preparacao de ancoragem, ancoragem molecular e estudo de sobreposicdo. Na
preparacao de ancoragem, as energias estéricas dos ligantes foram minimizadas
para obtencdo do conférmero mais estavel. Apos este refinamento energético,
as ligacOes saturadas ou ligacdes simples entre os atomos foram definidas como
rotacionaveis, uma vez que existe um grau intrinseco de liberdade de movimento
mediante a interpenetragdo coaxial de orbitais (ligagbes covalentes o - o). Por
outro lado, ligagdes insaturadas, envolvendo elétrons 1, foram definidas como
ndo passiveis de rotacdo. Adicionalmente, as cargas foram atribuidas quando
necessario, de acordo com os algoritmos selecionados e descritos a seguir.
Moléculas de agua foram excluidas desta analise, de forma que todas as

simulagbes aqui descritas foram definidas como acontecendo no véacuo,



49

tratando-se de modelos de natureza preditiva. O objetivo deste passo foi
padronizar as condi¢des para o ancoragem molecular, conforme descrito por HE
et al. (2020).

O segundo passo desta investigacao envolveu a ancoragem molecular, para
o qual utilizamos o script AutoDock Vina e suas funcdes de classificacao nativas
(TROTT; OLSON, 2010). A regido de ancoragem utilizou as mesmas
coordenadas e tamanho previamente descritos, obtidos através do
posicionamento do agonista seletivo no modelo cristalografico. A exaustividade
da andlise foi definida como o méaximo permitido pelo programa e os dez modelos
de melhor classificacdo foram escolhidos para maior escrutinio. Desta forma,
investigamos as possiveis conformacdes dos ligantes dentro do sitio de ligacdo
do receptor CB2, elucidando possiveis modelos de ligacdo (SALMASO; MORO,
2018).

O terceiro e ultimo passo desta investigacdo foi 0 ensaio de sobreposicéo,
onde as formas de melhor classificacdo do AEA e PEA foram comparadas no
software BioVia Discovery Studio 2020. Avaliamos a influéncia da contribuicéo
estérica (atribuida as ligacbes covalentes) e eletrostatica (conferida pelas
cargas) nas moléculas sobrepostas. O principal objetivo desta analise foi verificar
a similaridade conformacional entre AEA e PEA apds o refinamento de

ancoragem.
3.5.3. Preparacao de Ancoragem: Refinamento energético com AMBER

Neste trabalho utilizamos o Assisted Model Building with Energy Refinement
(AMBER) como algoritmo de minimizacdo energética dos campos de forca
moleculares (CASE et al.,, 2005). Os parametros para a implementacdo do
AMBER foram: 100 iteracdes decrescentes de 0.02 A, e 10 gradientes
conjugados de 0.02 A. O intervalo de atualizac&o utilizado foi de 10 iteracdes,
sendo que nenhum &tomo foi fixado. O método de atribuicdo de cargas utilizado

foi baseado em Gasteiger por meio da ferramenta ANTECHAMBER e do campo
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de forca ff14SB. Apesar do AMBER ter sido inicialmente proposto para avaliagéo
de macromoléculas extremamente complexas, ele pode ser utilizado também
para a minimizacdo de pequenas moléculas para estudos de ancoragem

molecular.

Em esséncia, o AMBER é um método de minimizagéo energética que leva em
conta o somatério de todas as forcas que atuam sobre o sistema, para estimar
sua energia potencial (THOMAZ et al., 2022). A formula matematica utilizada

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

viry = Y ki~ 197+ Y k(- 097 + Y ¥ 3VI1+cos(nw; — i +E Efu

i€bonds
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ligacbes angulos Torgdes
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Figura 10. Calculo de AMBER. A formula acima é uma simplificacdo da formula
matematica utilizada para o refinamento energético através do AMBER. Os parametros
base para este céalculo séo as ligacdes entre &tomos, os angulos formados pela ligacéo
de uma trinca de 4tomos, as possiveis tor¢des entre estas ligacdes e a forca de Van der
Waals e forga eletrostética.

O refinamento de energia é realizado através da derivada da energia potencial
total do sistema em relacdo a posicéo de cada atomo constituinte. Sendo assim,
as forcas atuantes em cada elemento sdo somadas para se obter of valor de
energial potencial total do sistema. Nesse sentido, 0 somatoério da energia das
ligacOes e diedros é proxima daquela definida pela forga hamonica, de acordo
com a lei de Hooke, sendo k_bi a constante elastica entre as ligacdes e k_ai a
constante entre os angulos; torcbes sdo calculadas por séries de Fourier
(avaliando fréquencia através da soma n-definida de componentes senoidais); e
a energia entre pares de atomos é calculada pelas energias de Van der Waals e

eletrostatica, considerando o equilibrio de distancia (ri‘}) e profundidade (¢).

3.5.4. Ancoragem molecular
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O ensaio de ancoragem do AEA e PEA foi realizado através de uma
abordagem rigida/flexivel da macromolécula e ligante, respectivamente. Desta
forma, a interacdo com a macromolécula, ou seja, o receptor foi a resultante pos-
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 funcdes de classificacao nativas. O software UCSF
Chimera 1.15rc foi utilizado para as preparacfes de ancoragem e o software
Biovia Discovery Studio 2020 foi utilizado para visualizagdo dos dados, bem

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

A B E Sobreposicio AEA/PEA no sitio de
£ ligacdo de CB,

S

Palmitoiletanolamida

{PEA)

Figura 11 . Ancoragem Molecular. Através das coordenadas obtidas pelo controle
positivo de agonista CB- foi possivel avaliar a capacidade de ligacdo e as interagcfes
ocasionadas por esta ligacao tanto para (A) AEA, demostrada primeiramente a distancia
e depois em detalhe (B); quanto para PEA, também a distancia (C) e em detalhe (D).
(E) Sobreposicdo das moléculas com suas respectivas formas de maior classificacéo. E
importante ressaltar que o receptor ndo € apresentado por completo, uma vez que o
foco aqui é demonstrar seu sitio ortostérico. Imagens obtidas com software BioVia
Discovery Studio 2020.

Desta forma, o ensaio envolveu a delecdo de moléculas de solvente e adicao
automatica de cargas de hidrogénio de acordo com o tipo de ligacdo seguindo o
método de Gasteiger (PETTERSEN et al., 2004). Ademais, o volume do sitio de
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ligacdo para ancoragem foi de 4151.17 A3 nas coordenadas ja mencionadas,

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

A exaustividade de ancoragem foi estipulada para 8.0 e o maximo de diferenca
de energia de 3 kcal mol?, permitindo a andlise da interacdo dos 10 modelos de
maior classificacdo de ancoragem. A andlise de interacdes eletrostaticas leva em
conta a distancia entre os atomos e sua afinidade eletrénica para atribuir um tipo

especifico.
3.5.5. Estudo de Sobreposicao

O estudo de sobreposicao molecular foi realizado com as conformagdes de
maior classificacdo obtidas do AEA e PEA apdés o ensaio de ancoragem,
utilizando o software BioVia Discovery Studio 2020. As duas principais variaveis
para esta andlise foram as contribuicbes estéricas e eletrostaticas destas
moléculas. Cada contribuicdo foi avaliada com fator de inicio 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.Sobreposicéo das formas de maior classificacdo apos analise de ancoragem
molecular. AEA (laranja) e PEA (roxo) podem ser vistas em sobreposi¢do através da
imagem 3D gerada pelo software BioVia Discovery Studio 2020. Oxigénios sao
representados em vermelho e Nitrogénios em azul.
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3.6. Avaliacdo dos parametros clinicos

Foi realizado o acompanhamento dos parametros clinicos da GVHD, a cada
2 dias, atraveés de escala clinica, com pontuacéo de 0 a 14 (CASTOR et al., 2010;
CASTOR et al., 2011). Esta escala avalia a variacdo do peso corporal; aspecto
do pelo dos camundongos; descamacgédo da pele, atividade do camundongo;
postura em flexdo do tronco e ocorréncia de diarreia, bem como anotacdo dos
casos de mortalidade nos grupos (Tabela 1). Para evitar sofrimento animal foi
implementada uma linha de corte de 11 pontos na escala clinica (BERG et al.,
2021a). Deve-se observar que, perante o quadro de letargia grave o animal ndo
se movimentava mesmo sob estimulo, este quadro se associava a pontuacao de
linha de corte, resultando na eutanasia do animal e a contabiliza¢cdo deste como

evento de morte para andlise de sobrevida.
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3.7. Analises bioquimicas

Orgdos alvos foram retirados 7 dias apos o transplante e congelados em

freezer -20° ou imediatamente processados paras as analises que seguem:
3.7.1. Deteccéo de citocinas e quimiocinas

Os kits para ELISA de camundongo foram obtidos da R&D Systems (DuoSet).
Cem miligramas da porcao jejuno-ileo do intestino delgado dos animais foram
homogeneizados com PBS contendo antiproteases (0,1 mM PMSF, 0,1 nM
benzetonio cloridrico, 10 mM EDTA e 20 Kl aprotinina A) e 0,05% de Tween20.
O ensaio Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) foi realizado seguindo
as instrucdes do fabricante (R&D System), sendo lido em espectrofotbmetro, em

um comprimento de onda de 492nm.

Para obtencdo do homogenato de intestino, 100mg foram coletados da porgéo
correspondente ao jejuno-ileo. Esta amostra foi homogeneizada em tampéao de
extracdo de citocinas (PBS+ 0,1mM PMSF, 0,1nM bezotonio cloridrico, 10mM
EDTA, aprotinina A, 0,05% Tween 20, BSA e NaCL) na concentracdo de 1ml de
solucdo para cada 100mg de tecido, com auxilio de um homogeneizador de
tecidos (IKA® T10 Basic Ultra-Turrax®). Este homogenato foi centrifugado a
10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, para posterior coleta do sobrenadante, que foi
utilizado para o ELISA. Para o ensaio de ELISA foram seguidas as instru¢des 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
absorbancia das amostras foi determinado pelo préprio aparelho através da
comparacdo da amostra com a curva de diluicdo padrdo, sendo que a
concentragéo do primeiro ponto foi fornecida pelo fabricante. Foram avaliadas
CCL2, CCL3, CCL5, TNFa, IFNy e IL-10.
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3.7.2. Quantificacdo dos parametros histopatolégicos da reacdo

inflamatdria ocasionada pela GVHD

Ao sétimo dia apos a inducdo da GVHD, foi realizada a eutanasia dos animais.
Apés a eutanasia foram coletadas porcdes de jejuno-ileo e figado. Os intestinos
foram removidos por completo, lavados com PBS-1x para remocao do conteddo
intestinal. Foi entdo separada a por¢cao correspondente ao jejuno e ileo, com o
auxilio de um bisturi foi realizada abertura longitudinal do desta porcdo e o
conteudo fecal remanescente foi cuidadosamente removido. Este tecido foi
entdo espiralado e condicionado em cassetes de plasticos e conservados em
PFA10%, conforme descrito por ARANTES e NOGUEIRA (1997). ApGs 24h
estas amostras foram transferidas para alcool 70%. O processamento das
amostras se deu através de desidratacdo progressiva por subsequentes
passagens de etanol nas concentracdes de 80%, 90% e absoluto, de forma que
cada etapa teve duracdo de 30 minutos. Em seguida, foi realizada a diafanizacao
com Xilol, duas passagens de 20 minutos cada, e as amostras foram, por fim,
embebidas em parafina liquida. Os blocos originarios deste processamento
foram utilizados para obtencao de cortes de 5um de espessura. Os cortes foram
afixados em laminas para posterior desparafinizacdo por Xilol e alcool (duas
passagens de 20 minutos para o primeiro e uma passagem de 2 minutos para

cada concentracdo decrescente previamente descrita de alcool).

O lobo superior do figado foi utilizado para a analise histopatoldgica,
porquanto as demais porcfes foram utilizadas para analises bioquimicas. O

preparo da amostra seguiu 0 mesmo protocolo acima descrito para o intestino.

Para ambos os tecidos foi realizada a coloragdo 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.
Entdo os tecidos foram contra corados com hematoxilina, para a andlise e
quantificacdo dos parametros histopatolégicos da reagcdo ocasionada pela
GVHD como descrito em CASTOR et al. (2010).
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Tabela 2. Critérios utilizados para avaliacao histopatologica de secc¢des de
Jejuno-ileo. A analise histopatolégica do intestino teve por foco a regido do
Jejuno-ileo e as alteracdes encontradas em seu epitélio, lamina propria,
camada muscular e serosa foram pontuadas.

Critérios avaliados no Jejuno-ileo

Epitélio Lamina Prépria Camada Muscular e Serosa

Sem alteracdes

o Aspecto normal. Sem alteracdes perceptiveis.
perceptiveis.
Alteracbes
reacionais Hiperemia e edema . . ,
. nip . Infiltrado discreto de células
discretas com discretos associados a
: - S . mononucleares e edema na
desorganizacao e infiltrado discreto de
; : , camada serosa.
distanciamento células mononucleares.
celular.
- Hiperemia e edema )
Alteracdes/perda P Infiltrado moderado e focal de

moderados associados a
infiltrado moderado de
células mononucleares.

células mononucleares em
ambas as camadas.

da arquitetura das
criptas e epitélio.

Intensa hiperemia e

Alteracbes . Infiltrado intenso de células

. . edema associados a .

proliferativas . o mononucleares associada a

nucleares e intenso infiltrado alteracdes inflamatorias em
. . inflamatorio e alargamento ¢

hiperplasia. ambas as camadas.

das vilosidades.

Ao término da avaliacdo foi realizado somatério das notas para as trés
categorias e cada lamina foi classificada de acordo com o total obtido, sendo
que, ao receber pontuacéo de 0-3 era considerada normal ou com alteracdes

discretas; 4-6 alteracbes moderadas; 7-9 alteracdes intensas.
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Tabela 3. Critérios utilizados para avaliacdo histopatoldgica de seccgdes de
Figado. A analise histopatolégica no figado teve como principais alvos as
alteracbes do parénquima e achado de infiltrado inflamatorio nas regides
periportal e intralobular.

Critérios avaliados no Figado

Parénquima Infiltrado inflamatério

0 Sem alteracdes perceptiveis. Ausente ou raro

AlteracOes discretas com focos de
1 vacuolizagéo citoplasmética e Infiltrado discreto na regiéo periportal
eosinofilia.

Alteracfes na morfologia celular,

2 o ~ Infiltrado discreto ou moderado nas
vacuolizagao difusa, alteracdes - ; \
regioes periportal e intralobular
nucleares
Morte hepatocitaria, vacuolizacéo
3 difusa, alteracdes morfobiolégicas Infiltrado acentuado nas regides
celulares e mudanca na conformacao periportal e intralobular
do nucleo.

3.7.3. Analise do acumulo de células T por Citometria de fluxo

Amostras de bacgo, linfonodos, figado e intestinos foram coletadas e
maceradas, sendo mantidas em RPMI enriquecido com 10% de soro fetal
bovino (SFB), seguido de centrifugacdo a 1200 RPM por 5 minutos a 4°C.
Sendo tratadas com ACK por cinco minutos, para remocao de hemacias.

O protocolo para obtencéao de células de bagco compreendeu as seguintes
etapas: as amostras foram maceradas e mantidas em RPMI enriquecido com
10% de soro fetal bovino (SFB), seguido de centrifugacéo a 1200rpm (~350G)
por 5 minutos a 4°C. As amostras foram tratadas com ACK por cinco minutos,

para remocao de hemacias. Em seguida as amostras foram ressuspendidas
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em PBS-1x, centrifugadas e entdo ressuspendidas em 1mL de RPMI
enriquecido com SFB. As células viaveis foram entdo contadas em camara
de Neubauer, marcadas com anticorpos fluorescentes e a amostra foi diluida
em FacsBuffer para leitura.

O jejuno-ileo foi retirado e lavado com PBS para remocdo do contetido
intestinal. O tecido foi entdo homogeneizado e colocado em um Falcon
contendo uma solucdo de PBS+5mM EDTA+10mM Hepes sendo alocado por
20 minutos no homogeneizador de solugbes (PhoenixLuferco®). Apos este
periodo a amostra foi centrifugada a 1500RPM/5°/20°C e o sobrenadante foi
descartado. O pellet remanescente foi entdo ressuspendido em solucéo de
HEPES sendo novamente homogeneizado por 20 minutos e em seguida
centrifugado e o sobrenadante descartado. O pellet foi entdo lavado duas
vezes com RPMI 1640 e centrifugado 1200RPM/10°/20°C, o sobrenadante
foi novamente descartado e o pellet foi ressuspendido em uma solucdo de
9mg de Colagenase Tipo IV Sigma-Aldrich® em 10ml de meio RPMI, sendo
mantida por 90 minutos no homogeneizador de solugbes. A solucéo
resultante foi filtrada em membrana cell strainer Falcon® de nylon (70um)
para remocao de quaisquer pedacos remanescentes, sendo a membrana
lavada repetidamente com RPMI, para reduzir a perda de células viaveis. A
amostra foi entdo centrifugada a 1500RPM/107/20°C e o pellet foi
ressupendido em 1ml de meio RPMI para contagem na camara de Neubauer
conforme descricao prévia.

Para a marcacao de superficie celular (CD3, CD4, CD8, CD11b e CD28)
com os anticorpos, foram adicionados 20ul de mix para cada 1x10° células,
este mix foi preparado em Facs buffer (PBS/BSA 1%) de acordo com as
diluicbes dos anticorpos propostos pelo fabricante. As amostras foram
incubadas por 30 minutos e entdo lavadas individualmente com 200ul de
PBS1x 4°C e centrifugadas a 2000RPM/57/4°C. Em seguida foram
ressuspendidas em 300ul de Facs Buffer.

Apés a marcagdo de superficie celular, foi realizada a marcacéo

intracelular, para tanto, as amostras foram ressuspendidas em 200ul de
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formol 2% e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Este passo
foi realizado para que a primeira marcacao pudesse ser fixada. Em seguida
as amostras foram centrifugadas a 2000RPM/57/4°C e o sobrenadante foi
descartado. Os pellets foram ressuspensos em 300ul de BD Perm/Wash™
buffer e incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. As amostras
foram entéo centrifugadas a 2000RPM/57/4°C e o sobrenadante descartado.
Foi adicionado em seguida 40ul de anticorpo anti-FoxP3 diluido em de BD
Perm/Wash™ buffer e incubado por 45 minutos a temperatura ambiente. As
amostras foram lavadas com 200ul de PBS1x e centrifugadas a
2000RPM/5°/4°C. A amostra foi, entdo, ressuspensa em 300ul de PBS/BSA
1% e lidas em leitor FacsScalibur®.

Para obtencdo de células do figado, as amostras foram maceradas e
acondicionadas em um Falcon de 50mL com solugéo de EGTA 2,4M (em
450mL de H20 + 1,42M NaCl + 67mM KCI + 100mM Hepes) sendo entdo
colocadas em um homogeneizador de solucdes (PhoenixLuferco®) por 10
minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 1200RPM/5°/4°C,
sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido na mesma solucdo de
EGTA 24M sendo novamente centrifugadas a 1200RPM/5°/4°C,
sobrenadante descartado e entdo ressuspendidas em uma solucdo de
albumina 0,5% (junto & NaCl 67mM; KCI 6,7mM; Hepes 100mM; em H20).
Em seguidas as células foram marcadas através do protocolo de marcacao
de superficie celular e intracelular ja descrito.

A medula foi utilizada para marcacéo de H2DP e H2D® para avaliacido de
quimerizacao, sendo estes haplotipos de MHCI de C57BL/6j e BALBI/c,
respectivamente. Para tanto, as células foram obtidas através da lavagem de
fémurs dos camundongos, sete dias ap0s a inducdo, em seguida, foi utilizado
o protocolo de marcacéo de superficie celular ja descrito.

Os dados obtidos pelo leitor FacsScalibur® foram analisadas através do
programa FlowJo® versdo X-10, sendo que cada marcador foi analisado

conforme seu respectivo data-sheet ou com base em analises ja
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estabelecidas na literatura (Rezende, 2017; Weber, 2014; Barbesti, 2005;
Adan, 2017).

3.7.4. Estratégia de Gate para analise de Citometria de Fluxo

A estratégia de utilizada para andlise de marcadores de superficie celular
resume-se em primeiro realizar a diferenciacao das populacdes celulares através
de tamanho e granulosidade, seguida da remocéao de células duplicadas ou em
grupos. Para este trabalho apenas a populacdo de linfécitos foi utilizada em
figado e intestino. A populacgéo de linfocitos foi entdo analisada para identificagdo
de células CD3* e dentro desta populacdo puderam ser isoladas células CD4* e
CD8*. A partir destas populacdes foi possivel verificar a expressdo de CD28
através de histograma, permitindo a quantificacdo da ativacdo celular destas
populacdes (Figura 13).
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Figura 13. Estratégia de Gate. (A) Amostra inicial separada por granulosidade e
tamanho. (B) Separacado de células Unicas dentro da populacdo de granulécitos. (C)
Separacdo de células Unicas dentro da populacdo de mondcitos. (D) Separagédo de
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células unicas dentro da populacdo de Linfocitos. (E) Identificacdo da populacdo de
células CD3". (F) Identificacdo das populacdes de células CD4* e CD8". (G) Intensidade
média de fluorescéncia de células CD28 dentro da populacéo de células CD3*CD8*. (H)
Intensidade média de fluorescéncia de células CD28 dentro da populac¢do de células
CD3*CD4".

A andlise de FoxP3, um marcador intracelular se deu pela separacdo de
linfécitos, seguida da separagcdo de células CD4*CD25* e dentro desta
populacdo foi possivel avaliar a intensidade média de fluorescéncia de FoxP3,

caracterizando células T regulatérias (Figura 14).
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Figura 14 - Andlise de FoxP3. (A) Amostra inicial de células do intestino com selegao
de linfécitos totais. (B) Identificagdo das populagdes de células CD4+ e CD25+. (C - D)
Intensidade média de fluorescéncia de células FoxP3 dentro da populagéo de células
CD4+CD25+.

3.8. Rolamento e Adeséao

Para este experimento, foram utilizados animais C57BL/6j-GFP* como
doadores para os animais BALB/c que receberam transplante alogénico. Ao
sétimo dia pés-inducdo da GVHD os animais foram anestesiados através de
injecdo i.p. de 100 mg/Kg de cetamina junto a 10 mg/kg de xilazina em salina. O
tratamento com os endocanabinoides ou seus respectivos veiculos foi realizado
uma hora antes do procedimento cirdrgico. O animal anestesiado foi posicionado
em uma placa aquecida a 37°C (Figura 15 - A). O mesentério foi cuidadosamente
exposto através de uma incisdo longitudinal na porcdo distal do abdome do
animal, sendo o mesentério estendido em uma abertura transparente da placa,
permitindo a passagem da luz. Para garantir a hidratacdo e protecao do 6rgéao,

o mesentério foi estendido em papel filtro umedecido com PBS-1x. Foi utilizada
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a objetiva de 20x de um microscépio 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 a velocidade
das demais, especialmente em relagéo aos eritrécitos. Esta andlise foi realizada
por 1 minuto e em vénulas de 40-60um 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 0s mesmos
parametros de tamanho, ja descritos, e em um comprimento de 100um (Figura
15-C).

Figura 15. Intravital em microscopio confocal. (A) Desenho esqueméatico 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 37°C. (B) Zoom de vaso para
exemplificar como foi realizada a analise de rolamento durante um minuto de video. (C)
Imagem representativa de como foi realizada a andlise de adesao das células.
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3.0. Analise estatistica

Os dados foram primeiramente analisados pelo teste de Shapiro-Wilk para
distribuicdo normal, de forma que este teste serd utilizado como indicativo para
a posterior utilizagdo de um teste paramétrico ou ndo-paramétrico. Para dados
paramétricos foi realizado o teste de Grubb’s (alpha = 0,05) para remogao de

outliers.

O teste de multiplas comparac¢des por one-way Anova foi utilizado a fim de
verificar a existéncia de diferencas estatisticas entre os grupos, com pdés-teste
de Bonferroni, uma vez que este usa como principal fator a diferenca entre as
meédias dos grupos, sendo ideal para analises paramétricas e, portanto, também
para nossos dados, uma vez que houve predominancia de distribuicdo

gaussiana em nossos dados.

Para amostras com predominancia de mais de 33% dos grupos em
distribuicdo nado-gaussiana foi realizado o teste de mdultiplas comparacdes
Kruskal-Wallis, com poés-teste de Dunn, no qual a variancia é o fator
determinante. As amostras foram consideradas diferentes para P<0,05 e os
resultados estéo expressos em gréaficos de dispersédo contendo média. Todas as

analises foram realizadas através do programa GraphPadPrism® versao 8.0.2.
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4. RESULTADOS
4.1. A GVHD néo altera os niveis de AEA enddgena

Através de LC-MS/MS, verificamos a producéo de AEA no intestino, soro e
figado de animais que receberam transplante singénico ou alogénico, este ultimo
desenvolvendo GVHD. De maneira muito interessante, a indugcéo da GVHD néo
levou a alteracBes nas concentracbes de AEA no jejuno-ileo ou séricos nos
animais com GVHD quando comparados ao grupo que recebeu transplante
singénico, P=0,5750 e P=0,1456, respectivamente. Entretanto, houve aumento
da concentracdo de AEA no figado de animais com GVHD quando comparado
ao figado de animais que receberam transplante singénico (P= 0,0192) (Tabela
2)

Tabela 4. Quantificacdo de AEA. Os niveis de AEA foram quantificados através

de LC-MS/MS e estdo expressos em picogramas por miligrama de amostra
obtida.

QUANTIDADE DETECTADA DE AEA (PG/MG)

AMOSTRA Jejuno-ileo Soro Figado
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 alogénico de medula e
esplendcitos foram tratados com MAFP uma hora antes da inducédo da doenca e
continuaram a ser tratados nos dias subsequentes para que a mortalidade fosse
observada. O tratamento com MAFP, um potente inibidor irreversivel da enzima
FAAH foi capaz de aumentar a sobrevida dos animais quando comparado ao
grupo veiculo (P =0,0077), ndo sendo diferente do grupo singénico (P = 0,3173),
porquanto o grupo veiculo apresentou diferenca estatistica também do grupo
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singénico (P = 0,0020) (Figura 16 - A). Observa-se, porém, que o tratamento com
MAFP foi capaz de reduzir a escala clinica dos animais, quando comparado ao
grupo veiculo, no 10°, 14°, 16° e 20° dias (P<0,05), entretanto tanto o grupo
MAFP quanto o veiculo apresentaram diferenca significativa do grupo singénico
a partir do 4° dia apos a inducgéo (Figura 16 - B). Nao houve diferenca significativa
entre veiculo e MAFP em relacdo a perda de peso, e ambos se mostraram
diferentes do grupo singénico, sendo que 0 grupo veiculo apresenta esta
diferenca a partir do 6° dia (P = 0,0169) e 0 mesmo SO passou a ocorrer com
MAFP ao 12° dia (P = 0,0373) (Figura 16 - C). Desta forma, ao inibir a agao da
enzima FAAH, responsavel pela hidrolise de AEA em &cido araquidénico e
etanolamina (SCHICHO; STORR, 2014), ocorre um aumento dos niveis de AEA
enddgena (CIPPITELLI et al., 2008; PANLILIO et al., 2016; SOLINAS et al.,
2006).
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Figura 16 - Tratamento com MAFP, inibidor seletivo ndo-reversivel da enzima FAAH.
(A) O tratamento com MAFP levou ao aumento de sobrevida quando comparado ao
grupo veiculo. (B) O tratamento levou a reducao dos sinais clinicos quando comparado
ao grupo veiculo. (C) Nao houve diferenca entre grupo MAFP e grupo Veiculo em
relagcdo a variacao 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 analise de
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multiplas comparagdes para entrontrar diferencas (P<0,05) entre 0s grupos.* representa
diferenca em relacéo ao grupo singénico e # em relacéo ao grupo veiculo.

Entretanto, alguns autores discutem que MAFP € menos ativo no organismo
murino, indicando uma possivel degradacdo metabdlica ou dificuldade em seu
transporte, ndo sendo, portanto, um farmaco ideal para tratamento in vivo
(QUISTAD et al., 2001). Ademais, existem importantes diferencas entre a FAAH
humana e murina, de forma que um inibidor com eficacia comprovada em
camundongos ndo sera necessariamente eficaz em humanos (DI VENERE et
al.,, 2012). A AEA, entretanto, é evolutivamente preservada e sua estrutura é
comum a grande parte dos mamiferos e até mesmo alguns invertebrados
(ELPHICK et al., 2003). Portanto, nosso proximo passo foi avaliar se o
tratamento com AEA de origem exdgena poderia também melhorar os

parametros clinicos dos animais e aumentar a sobrevida.

4.3. Tratamento com Anandamida exdgena aumenta a sobrevida

de animais com GVHD

Seguindo o protocolo anteriormente apresentado, os animais BALB/c que
receberam transplante alogénico foram tratados diariamente com AEA ou seu
veiculo para avaliacdo de seus efeitos sob a mortalidade e morbidade
associadas a 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, ndo sendo
diferente do grupo veiculo (P=0,1260) e sendo diferente do grupo singénico
(P=0,004); AEA 5mg/kg promoveu 50% de sobrevida, sem, entretanto, ser
diferente do grupo veiculo (P=0,0547) e ainda sendo diferente do grupo
singénico (P=0,0115); AEA 10 mg/kg levou a 60% de sobrevida, sendo diferente
do grupo veiculo (P=0,0067), ainda sendo diferente do grupo singénico
(P=0,0293) (Figura 17 - A).
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Em relag&o aos sinais clinicos, os grupos tratados com AEA e o grupo veiculo
demonstraram diferenca e relacdo ao grupo singénico a partir do terceiro dia
apos o transplante (P<0,05); de forma que AEA 2,5mg/kg e AEA 10mg/kg
apresentaram diferenca em relacdo ao grupo veiculo ao 3° e 4° dia ap6s o
transplante, enquanto AEA 10mg/kg reduziu os clinicos a partir do 12° dia,

guando comparado ao grupo veiculo (Figura 17 - B).

Ao comparar a variagdo de peso entre 0S grupos encontrou-se que 0 grupo
veiculo apresenta variagdo em relacéo ao grupo singénico a partir do 6° dia apés
inducéo (P=0,0032) permanecendo diferente até o fim do experimento. Por fim,
0s grupos tratados com AEA apresentaram-se diferentes do grupo singénico a
partir do 7° dia (P=0,0025); ndo houve diferenca entre o grupo veiculo e os
grupos que receberam AEA em relacdo a variacdo de peso (Figura 17 - C). Desta
forma, este endocanabindide, 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 detras deste aumento em sobrevida, decidimos

investigar os aspectos fisiol6gicos 0s animais nos protocolos que seguem.
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Figura 17. Tratamento com Anandamida exdégena. Animais que receberam transplante
alogénico foram tratados com Veiculo ou AEA, nas concentracdes de 2,5mg/kg, 5
mg/kg, 10mg/kg. (A) Efeito dos tratamentos na sobrevida. (B) Escala clinica. (C)
Variagdo 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 andlise
de multiplas comparagbes para entrontrar diferencas (P<0,05) entre 0s grupos.*
representa diferenca em relagéo ao grupo singénico e # em relacéo ao grupo veiculo.

4.4, Tratamento com AEA né&o 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 H2¢ em comparacdo as que expressam H2P. Desta
forma, em camundongos BALB/c, que naturalmente expressam H29, apés 7 dias
do transplante observou-se que tanto medula quanto bagco estavam povoados
predominantemente por células H2P, indicando o sucesso do transplante e do
enxertamento das células transplantadas (Figura 18 - A). E interessante observar

gue ndo houve diferencga entre o grupo tratado com AEA e o grupo veiculo tanto
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na medula (H2¢ P=0.9300; H2° P=0.4200 - Figura 18 - B), quanto no Bago (H2¢
P=0.7384; H2P P=0.5155 - Figura 18 - C).

A B Medula
H2° - Balb-c

H2P - Balb-c n.s. P=0.9300 0,39%

Transplante

Células migram
para a medula

H2B - C57BL6j H2® - C57BL/6j
@ 99,62% e po0 200 99,61%
Enxertamento Veiculo
na medula C Bago
D
H2° - Balb-c n.s. P=0.7384 H2" - Balb-c

6,27% 2.70%

¢ 3
‘ Loy

Migram e colonizam Uma vez ativadas
orgaos linfoides migram para os

H2B - C57BL/6j H28 - C57BL/6j
93,73% n.s. P=0.5155 95,30%

orgdos-alvo

Veiculo

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 alogénico,
apo6s 7 dias do transplante. (C) Porcentagem de enxertamento analisada no baco de
animais que receberam transplante alogénico, ap6s 7 dias do transplante. N=5 para
todos os grupos. Teste T de Student, paramétrico, ndo-pareado e bicaudal foi utilizado
para avaliar se havia significancia entre as médias dos grupos (P<0,05).* representa
diferenca em relacéo ao grupo singénico e # em relacéo ao grupo veiculo.

4.5. AEA ndo altera o perfil linfocitario no bago

O baco dos animais dos trés grupos foi coletado ao 7° dia apds o transplante
e observou-se que ndo houve reducdo no numero de granulécitos, mondcitos ou
linfécitos totais no baco dos animais tratados com AEA quando comparado ao
grupo veiculo (Figura 19 — A-C). Nao houve também diferenca em relacdo ao
namero de linfécitos T CD3*, T CD3*CD4* ou T CD3*CD8* entre 0s grupos

(Figura 19 — D-F), porqguanto também n&o foi encontrada diferenca na ativacédo
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das células CD3*CD4* e CD3*CD8* (Figura 19 — G-H). Finalmente, acerca do
namero de células CD4*CD25* ndo houve também diferenca em relacdo a
veiculo e AEA, havendo, entretanto, aumento no numero destas células em
relacdo ao grupo singénico (P = 0,0163). De forma interessantes, em relagéo ao
MFI de FoxP3 ambos os grupos que receberam transplante alogénico, veiculo e
AEA, apresentaram reducdo de sua expressao quando comparados ao grupo

singénico (P<0,0001 em ambas as comparacées) (Figura 19 - I-J).
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Figura 19. Citometria de fluxo de bacgo. (A) Nimero de mondcitos. (B) Numero de
granulécitos. (C) Numero de Linfécitos. (D) Numero de linfécitos CD3*. (E) Numero de
linfocitos CD3*CD4*. (F) Nuamero de linfocitos CD3*CD8"*. (G) Intensidade média de
fluorescéncia de CD28 dentre a populagdo de linfécitos CD3*CD4*. (H) Intensidade
média de fluorescéncia de CD28 dentre a populacao de linfécitos CD3*CD8*. (I) Numero
de linfécitos CD4*CD25*. (J) Intensidade média de fluorescéncia de FoxP3 dentre a
populacéo de linfécitos CD4*CD25*. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com
Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em andlise de multiplas comparagfes para
entrontrar diferencas (P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.
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4.6. Anandamida protege o intestino
4.6.1. Analise histopatologica

Os animais foram eutanasiados e seus intestinos foram coletados e
processados sete dias ap0s a inducao da GVHD, em andlise cega dos cortes
corados com H&E (Figura 20 - A-F) o patologista indicou que houve diferenca
entre o grupo tratado com AEA e o grupo veiculo (P= 0,0256), de forma que o
grupo veiculo também foi diferente do singénico (P <0,0001), assim como o
grupo AEA (P=0,0048) (Figura 20 - G). Desta forma, o tratamento foi eficaz em
reduzir o escore histopatoldgico dos intestinos, mas néo suficiente para abolir o
processo inflamatério local. Evidencia-se, entretanto, a reducdo de infiltrado
inflamatorio, maior preservacao da arquitetura das criptas e paredes intestinais,
bem como a reducéo do espessamento da camada muscular em decorréncia ao
tratamento com AEA ao ser comparado ao grupo veiculo. Portanto, decidimos
investigar se existiam alteracdes nas citocinas e quimiocinas relacionadas ao

processo inflamatério, assim como acerca do perfil linfocitario neste 6rgao.
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Figura 20. Andlise histopatolégica do intestino. (A) Imagem representativa do grupo
Singénico. (B) Imagem representativa do grupo veiculo. (C) Imagem representativa do
grupo tratado com AEA. Em detalhe observa-se a em detalhe (D — F) a regido basal
onde foi encontrado aumento de infiltrado inflamatério no grupo veiculo (G) Score
histopatologico baseado nas laminas coradas em H&E dos trés grupos experimentais.
N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado
em andlise de multiplas comparacdes para entrontrar diferencas (P<0,05) entre os
grupos.*representa nivel de significancia de P.

4.6.2. Analise de mediadores pré-inflamatorios

Foram analisados os seguintes mediadores pro-inflamatérios: CCL2, CCLS3,
CCL5, TNFa e INFy. Analisamos também o mediador anti-inflamatério IL-10. De
maneira muito interessante, ndo houve alteracédo no perfil dos mediadores pro-
inflamatodrios no grupo AEA em relagéo ao grupo veiculo e tanto AEA quanto o
grupo veiculo apresentaram resultados diferentes do grupo singénico para
CCL2, CCL3 e INFy (Figura 21 - A-E). Entretanto, houve aumento de IL-10, um
mediador anti-inflamatorio, no grupo tratado com AEA em relagdo ao grupo
veiculo (P=0,0339) (Figura 21 - F).
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Figura 21. Analise de citocinas e quimiocinas través de ELISA de amostras de Intestino.
Foram analisadas as quimiocinas pro-inflamatorias (A) CCL2, (B) CCL3, (C) CCL5. As
citocinas pro-inflamatérias (D) TNFa e (E) IFNy. E também (F) IL-10, uma interleucina
anti-inflamatdria. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de
Bonferroni foi utlizado em analise de multiplas comparacdes para entrontrar diferencas
(P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.

4.6.3. Analise de perfil linfocitario

Em relacdo a analise realizada por citometria de fluxo, ndo houve diferenca
no numero total de linfocitos entre os grupos (Figura 22 — A), entretanto houve
diferenca em relacdo ao nimero de células CD3* entre o grupo veiculo e AEA
(P= 0.0236), de forma que o grupo veiculo foi também diferente do grupo
singénico (P=0.0382) (Figura 22 — B). O numero de linfécitos T CD3*CD4* e
CD3*CD8" foi reduzido no grupo AEA quando comparado ao grupo veiculo (P=
0.0236 e P=0.0016) (Figura 22 — C-D), desta mesma forma, houve reducéo na
ativacao destas células no grupo AEA quando comparado ao veiculo (P=0,0057
e P=0.0431) (Figura 22 — E-F). Avaliamos também o numero de células
CD4*CD25" e o MFI de FoxP3 nestas células, ndo havendo diferenga entre AEA

e veiculo (Figura 22 — G-H). Anandamida interfere na adeséo das células
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Figura 22. Citometria de Fluxo de Intestino. (A) Namero de Linfocitos. (B) Numero de
linfécitos CD3*. (C) NUumero de linfécitos CD3*CD4*. (D) Numero de linfécitos
CD3*CD8". (E) Intensidade média de fluorescéncia de CD28 dentre a populacdo de
linfocitos CD3*CD4*. (F) Intensidade média de fluorescéncia de CD28 dentre a
populacdo de linfécitos CD3*CD8*. (G) Numero de linfécitos CD4*CD25*. (H)
Intensidade média de fluorescéncia de FoxP3 dentre a populagdo de linfécitos
CD4*CD25". N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de
Bonferroni foi utlizado em analise de multiplas comparacdes para entrontrar diferencas
(P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.

4.6.1. Anandamida interfere na adesdo das células nos vasos

mesentéricos

A microscopia intravital foi realizada com os camundongos BALB/c que
receberam transplante alogénico de doadores C57BL/6-GFP*. Os animais foram
anestesiados e mantidos em posigao lateral supina em placa quente (37°C). O
mesentério foi externalizado através de incisdo medial no abdome (Figura 23 —

A). Em relacdo ao numero de células em rolamento durante o teste, ndo houve
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diferenga entre o grupo veiculo e o grupo AEA (P= 0,2408), entretanto o niumero
de células aderidas ao vaso foi reduzido no grupo AEA quando comparado ao
veiculo (P=0,0098) (Figura 23 - B — C).
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Figura 23. Andlise de Rolamento e Adesdo através de microscopia intravital. (A)
llustragé@o do ensaio de microscopia intravital. O animal € anestesiado e posicionado em
placa quente (37°C). E realizada uma incisdo medial no abdome e periténio expondo o
mesentério. Os vasos mesentéricos sao cuidadosamente abertos e irrigados com
PBS1x, permitindo a vizualizagdo do rolameno e adedo das células em tempo real. (B)
Numero de células em rolamento durante um minuto. (C) Numero 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 analise de multiplas comparacdes para entrontrar diferencas
(P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.

Ao contrario de CB1, 0 receptor CB2 esta presente em diversas células do
sistema imune, inclusive em linfocitos (ROBINSON et al., 2015). Desta forma,
avaliamos se o receptor CB: estaria envolvido na reducéo da adeséo de células
nos vasos mesentéricos através do tratamento com AEA. Os animais foram
entdo tratados com AEA ou veiculo uma hora antes do experimento; e o
antagonista CB2 (AM630) foi administrado duas horas antes do procedimento.
N&o foram observadas diferencas entre os grupos em relacéo ao rolamento das
células (Figura 24 — A). Em relacdo as células em adeséao, observou-se que 0
antagonista sozinho ndo levou a altera¢cdes quando comparado ao veiculo
(P>0,999). O grupo tratado com AEA apresentou reducao no namero de células
aderidas quando comparado com veiculo (P<0,0001) e também com o
antagonista sozinho (P<0,0001). Entretanto, o tratamento prévio com o
antagonista do receptor CB:2 aboliu o efeito de reducéo na adesao ocasionado

por AEA, de forma que este grupo apresentou maior quantidade de células
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aderidas quando comparado a AEA (P=0,0035), ndo sendo diferente do veiculo
(P=0,548) ou do grupo que recebeu apenas o antagonista (P=0,477) (Figura 24
-B).
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Figura 24. Participacao do receptor canabindide do tipo 2 na adeséo celular. (A) Numero
de células em rolamento durante um minuto em animais tratados com veiculo, AM630,
AEA ou AMB30+AEA. (B) Nimero de células aderidas em 100um de vaso em animais
tratados com veiculo, AM630, AEA ou AM630+AEA. N=5 para todos 0s grupos. Anova
de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em analise de multiplas
comparagdes para entrontrar diferencas (P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de
significancia de P.

Para que ocorra a adesdo ao vaso, moléculas como as integrinas sao
essenciais (LO et al., 1991). Uma destas integrinas € a MAC-1a, sendo composta
de um dimero CD11b/CD18 (LAWSON; WOLF, 2009), desta forma, avaliamos a
expressao desta CR3 através de CD11b, no intestino, e observamos reducéo
da intensidade meédia de fluorescéncia 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 relagcdo ao grupo

veiculo.
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Figura 25. Intensidade média de fluorescéncia de CD11b em linfocitos. (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 andlise de multiplas comparacdes para entrontrar
diferencgas (P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.

A fim de verificar se o efeito observado pela interacdo com o receptor CB:2 era
decorrido de uma ligacéo do tipo agonista por parte do AEA decidimos tratar os
animais com JWH133, um agonista sintético seletivo para o sitio ortostérico do
receptor CB2. Desta forma os animais foram tratados com JWH133 ou veiculo
uma hora antes do procedimento e o tratamento com AM630 foi realizado duas
horas antes do ensaio. Mais uma vez ndo foram encontradas alteracbes no
rolamento das células comparando os grupos (Figura 26 — A). Quando
observada a adeséo celular, evidencia-se que ndo houve diferenca entre o grupo
veiculo e o grupo tratado com AM630 (P >0,9999). O grupo tratado com JWH133
mimetizou o resultado obtido com o tratamento com AEA, levando a reducéo da
adesdo celular quando comparado com veiculo (P=0,0044) e com AM630
(P=0,0052). Este efeito, por sua vez, foi abolido na presenca do antagonista CB2,
observado pela diferenca entre JWH133 e AM630+JWH133 (P=0,0024) (Figura
26 -B)
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Figura 26. Analise dos efeitos do Agonista seletivo de CB, através de microscopia
intravital. (A) Numero de células em rolamento durante um minuto em animais tratados
com veiculo, AM630, JWH133 ou AM630+JWH133. (B) Numero de células aderidas em
100um de vaso em animais tratados com veiculo, AM630, JWH133 ou AM630+JWH133.
N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado
em andlise de multiplas comparacdes para entrontrar diferencas (P<0,05) entre os
grupos.*representa nivel de significancia de P.

4.7. Efeitos do tratamento com AEA no figado

O figado representa outro 6rgdo-alvo no processo inflamatério da GVHD, de
forma que o trabalho de PANOSKALTSIS-MORTARI et al. (2004) indica que a
progressdo da doenca neste 6rgdo sera tardia e possivelmente decorrente ao
encontrado no intestino. Desta forma, ndo foram encontradas alteracGes
significativas no escore histopatologico do figado ao sétimo dia de doenca,
quando comparados o grupo veiculo e tratado com AEA (P=0,7624), entretanto
ambos 0s grupos apresentaram diferenca em relacdo ao grupo singénico
(P<0,0001 em ambas as comparacdes) (Figura 27 - A-D). Ndo houve também

alteracdo no nivel das citocinas e quimiocinas analisadas (Figura 27 — E-J).
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Figura 27. Andlise de alteracdes no figado. Analise histopatolégica do (A) grupo
singénico, (B) grupo veiculo, (C) grupo AEA, representadas no gréfico de (D) score
histopatoldgico. Através do ensaio de ELISA foram avaliadas as citocinas (E) CCL2, (F)
CCL3, (G) CCL5; as quimiocinas (H) TNFa, (1) IFNy; e a citocina anti-inflamatoria (J) IL-
10. N=5 para todos o0s grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi
utlizado em analise de multiplas comparacdes para entrontrar diferengas (P<0,05) entre
0s grupos.*representa nivel de significancia de P.

De forma similar, quando analisado o perfil linfocitario neste 6rgéo, observou-
se ndo haver diferenga entre os grupos em relagdo ao nimero total de Linfécitos
totais, CD3*, CD3*CD4*, entretanto houve reducédo de linfécitos CD3*CD8* no
grupo AEA em relacdo ao veiculo (Figura 28 — A-D), de forma que em relagéo a
ativacdo das células CD3*CD4* e CD3*CD8" ndo houve diferenca entre os
grupos AEA e veiculo (Figura 28 — E-F). Ademais, nado foi encontrada diferenca
entre os grupos em relagdo ao numero de células CD4*CD25* ou em relagéo ao
MFI de FoxP3 em células CD4*CD25*( Figura 28 - G-H).
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Figura 28. - Citometria de Fluxo de Figado. (A) Namero de Linfdcitos. (B) Numero de
linfécitos CD3*. (C) Numero de linfécitos CD3*CD4*. (D) Numero de linfécitos
CD3*CD8". (E) Intensidade média de fluorescéncia de CD28 dentre a populacdo de
linfocitos CD3*CD4*. (F) Intensidade média de fluorescéncia de CD28 dentre a
populacdo de linfécitos CD3*CD8*. (G) Numero de linfécitos CD4*CD25*. (H)
Intensidade média de fluorescéncia de FoxP3 dentre a populacdo de linfécitos
CD4*CD25". N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de
Bonferroni foi utlizado em analise de multiplas comparacdes para entrontrar diferencas
(P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.

4.8. O aumento de sobrevida em consequéncia do tratamento com

Anandamida € dependente de CB2 e ndo CB1

Primeiramente, analisamos se os antagonistas dos receptores canabindides
CB:1 e CB2, AM215 e AMG630 respectivamente, alteravam a sobrevida dos
animais com GVHD. Desta forma, durante o experimento de avaliacdo de
sobrevida, ndo houve diferenca em ambos os casos em relagcdo ao grupo veiculo
(AM251 #P=0,1086; AM630 #P=0,4417), da mesma forma, ambos os
antagonistas ndo foram capazes de reduzir a mortalidade em relacdo ao grupo
singénico (AM251 *P=0,0494; AM630 *P=0,0158) (Figura 29 - A e B). Por fim,
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em ambos 0s casos 0 grupo veiculo teve mortalidade superior aquela do grupo
singénico.
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Figura 29 - Antagonistas dos receptores canabindides na doenca. (A) Analise de
sobrevida de animais singénicos e animais tratados com veiculo ou antagonista do
receptor canabindide do tipo 1 (CB;) — AM251. (B) Analise de sobrevida de animais
singénicos e animais tratados com veiculo ou antagonista do receptor canabinéide 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 comparacdo com o grupo singénico e ¥ com grupo veiculo.

Sendo assim, analisamos se a injecao destes antagonistas uma hora antes
do tratamento com AEA interferia na sobrevida promovida por este
endocanabindide. Desta forma, o grupo que recebeu apenas AEA néo
apresentou sobrevida diferente do grupo singénico (P=0,1173), porquanto esta
mostrou-se diferente do grupo veiculo (P=0,0443). O grupo veiculo apresentou
diferenca de sobrevida em relagdo ao grupo singénico (P=0,0035). O grupo que
recebeu AM251 e AEA nao apresentou diferenca em relacdo ao grupo singénico
(P=0,784), ao grupo AEA (P=0,7092), ou ao grupo veiculo (P=0,0527). Por sua
vez, 0s animais que receberam AM630 e AEA apresentaram sobrevida inferior
aos grupos singénico (P=0,0045) e AEA (P=0,0297), ndo sendo, entretanto,
diferente do grupo veiculo (P=0,9470) (Figura 25). Desta forma, o aumento da
sobrevida decorrente do tratamento com AEA parece ser dependente de sua
interacdo com os receptores CB2, sendo mantida na auséncia de sua interacao

com os receptores CBu. E interessante observar que a constante de dissociag&o
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(ki) deste endocanabinoide é de 89 e 371nM em relagéo 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, interac6es de carater agonista com
CB2 parecem resultar em efeitos mais promissores no aumento de sobrevida
(Figura 30).

100 ! —— Controle
t ——  Veiculo
AEA
< 754 — ——  AM251+AEA
= ——  AMB30+AEA
v
[1°]
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Figura 30 - Acdo de Anandamida em receptores canabindides. Andlise de sobrevida de
animais singénicos, ou alogénicos, tratados com veiculo, 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 comparagdo com o grupo singénico e # com grupo veiculo.

Com base nos resultados encontrados em relagédo ao tratamento com AEA,
decidimos investigar se o endocanabindide Palmitoiletanolamida (PEA) possui
também potencial no tratamento da GVHD. PEA é uma NAE, apresentando
efeitos anti-inflamatorio, anti-excitotéxico e anti-hiperalgésico (JAGGAR et al.,
1998; SKAPER et al., 1996). Esta molécula esta descrita como um agonista do
receptor CB2 (BISOGNO et al., 1997), existindo de forma endogena e podendo,
também, ser substrato da enzima FAAH (JIAN et al., 2010). Alguns autores
relatam que PEA poderia ser um analogo mais saturado da AEA (LAMBERT et

al., 2002). A fim de analisar o potencial deste farmaco 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 ligacao 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 classificacdo foi utilizada para a analise de
interacdo molecular ao receptor. A minimizagdo de energia somada ao
refinamento por algoritmos de ancoragem permite a compreensao de que
algumas conformacdes da molécula tém maior ou menor propensdo de
interagirem com o bolsdo de ligacdo do receptor. Nas tabelas a seguir sdo
analisadas as ligacdes lower e upper bound, sendo esta uma analise da
localizacao das interacdes em relagdo a forma de melhor classificagdo. Observa-
se também o numero de ligacdes de hidrogénio realizadas pelas moléculas.
Tabela 5. Resultados de ancoragem de AEA. Foram analisadas as primeiras dez

formas de melhor classificagdo de AEA. Os valores estéo representados em Kcal
mol-L.

Classificacdo RMSD I.b. RMSD u.b. N°de Ligacbes 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 classificacdo de PEA. Os valores estao representados em Kcal
mol-L.

Classificacdo RMSD |l.Lb. RMSD u.b. N°de Ligacbes de H

-7.6 0 0 1
-7.5 4.576 7.42 0
-1.4 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 comparacao a interagdo de AM12033 utilizado como
controle positivo de ligacdo ao sitio ortostérico de CB2, observa-se que tanto AEA
(Figura 31 — A-B) quanto PEA (Figura 31 - C-D) realizam ligacdes fortes do tipo
de ligacdo de hidrogénio com a Leucinal82. Ao analisar o receptor CB2, EL-
ATAWNEH e GOLDBLUM (2022) encontraram 19 interagbes, de maioria
hidrofébica e de residuos aromaticos, e liga¢des de hidrogénio, com Leucinal82
e Serina285 (Figura 29 - E), evidenciando que estas duas moléculas apresentam
papel-chave na ligacdo de outras moléculas ao sitio de ligacdo de CB2. A
interacdo com Leucinal82 ocorre tanto para AEA quanto para PEA,
evidenciando seu potencial de ligacdo ao receptor CBa.
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Figura 31. Ensaio de ancoragem molecular para comparacao de ligagdo de AEA e PEA.
(A) A forma molecular de AEA de menor energia e que recebeu maior classificacdo de
ligacdo ao receptor esta representada dentro do sitio de ligacao de CB.. (B) A principal
ligagéo estabelecida por AEA é com a Leucinal82, além de realizar também ligagbes
alquil e Pi-aquil com outras partes do sitio de ligacao. (C) A forma molecular de PEA de
menor energia e que recebeu maior classificacdo de ligagdo ao receptor esta
representada dentro do sitio de ligacdo de CB.. (D) A principal ligagédo estabelecida por
PEA é com a Leucinal82, além de realizar também liga¢des de Van der Waals, ligagbes
de carbono e ligagBes alquil e Pi- alquil com outras partes do sitio de ligacdo. (E)
AM12033 foi utilizado como controle positivo de ligacdo, observa-se sua interacéo
principal com Leucinal82 e Serina285, além de suas ligagdes Pi- alquil e Pi-Pi.

Para avaliar a similaridade entre as moléculas de AEA e PEA realizamos dois
ensaios de sobreposicdo. O primeiro levou em conta apenas as formas obtidas
pela minimizacdo de energia, avaliando a variacdo de energia (Figura 32 - A)
eletrostatica e estérica (Figura 32 - B). Foi encontrado o valor de correlacdo de
Person de R=0,99639 para a energia eletrostatica e de R=-0,99639 para a
estérica, em relacdo a similaridade entre as moléculas. Portanto, encontramos
uma similaridade de 63% a 85% entre AEA e PEA, de forma que a energia
prevalecente para esta similaridade foi a eletrostatica, ou seja, a cabeca polar de

ambos os farmacos € a por¢éao de maior similaridade.
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Figura 32. Ensaio de sobreposi¢éo. (A) Andlise de similaridade com aumento linear da
energia eletrostatica. (B) Analise de similaridade com reducdo linear da energia estérica.

Em seguida esta andlise foi repetida com as formas de maior classificacao de
ancoragem, ou seja, avaliamos a similaridade de AEA e PEA uma vez que estes
se ligam ao receptor e tem sua conformacdo alterada de acordo com as
interacBes que ocorrem no bolsdo de ligacdo de CB2. Esta analise é importante
pois similaridades de ancoragem e de conformacdo ao ligar-se ao receptor
podem sugerir efeitos similares de ativacdo. Desta forma, foi encontrada
similaridade de 82-93% entre as moléculas, sendo esta proporcional ao
crescimento linear da contribuicdo da energia eletrostatica (Figura 33 - A),

correlacdo de Person R=0,99821; e inversamente proporcional a predominancia
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da contribuicdo da energia estérica (Figura 33 — B), coeficiente de correlacdo de
Person R=-0,99821.
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Figura 33. Ensaio de sobreposicdo apdés minimizacdo energética e refinamento por
algoritimos de ancoragem moleculas. (A) Analise de similaridade com aumento linear
da energia eletrostética. (B) Andlise de similaridade com reducéo linear da energia

estérica.

Desta forma, concluimos que h& potencial de ligacdo entre PEA e CB:z e que

existe alto grau de similaridade entre estas moléculas, tornando-se interessante

a investigacado de PEA como alternativa a AEA. Ademais, moléculas saturadas

ndo apresentam isomeria CIS-TRANS e retém a capacidade de compactagéo
(ADEVA-ANDANY et al., 2019).
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4.10. PEA aumenta a sobrevida e melhora parametros clinicos de

animais com GVHD

Inicialmente testamos trés doses de PEA, nas concentracdes de 1, 5 e 10
mg/kg. A dose de 5mg/kg se mostrou mais eficaz, levando a sobrevida de 76%,
aumentando a sobrevida em relacdo ao grupo veiculo (P= 0,0087), ndo sendo
diferente do grupo singénico (P=0,3173). PEA 10mg/kg levou a uma sobrevida
de 40%, ndo sendo diferente do grupo veiculo (P= 0,3173) mas diferindo do
grupo singénico (P=0,0486). Por fim, PEA 1mg/kg ndo gerou diferenca em
relacdo ao grupo veiculo (P=0,3116), levando a sobrevida de 20%, sendo

diferente do grupo singénico (P=0,0133) (Figura 34 — A).

Em relacdo a escala clinica os grupos 1mg/kg e 5mg/kg apresentaram
diferenca em relacdo ao grupo veiculo ao 6° e 14° dias de experimento.
Entretanto, ndo foram observadas reducbes significativas em relacdo aos
parametros clinicos dos animais nos demais dias dentre os grupos PEA quando
comparados ao veiculo (Figura 34 — B). Os tratamentos nao foram eficazes em
prevenir a perda de peso quando comparado ao grupo veiculo (Figura 34 - C).
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Figura 34. Tratamento com PEA. Animais que receberam transplante alogénico foram
tratados com Veiculo ou PEA, nas concentracdes de 1mg/kg, 5 mg/kg, 10mg/kg. (A)
Efeito dos tratamentos na sobrevida. (B) Escala clinica. (C) Variacdo 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 comparacdo com o grupo singénico e * com grupo veiculo. Anova de duas vias com
Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em andlise de multiplas comparagfes para
entrontrar diferengas nos testes de escala clinica e variagdo de peso (P<0,05) entre os
grupos.*representa nivel 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 reducao pontual de score clinico.

4.11. O perfil linfocitario no bagco e enxertamento apos tratamento
com PEA

No baco ndo foram observadas alteracdes no numero total de linfocitos ou
monocitos (Figura 35 — A-C), porquanto houve aumento no numero de

granulécitos do grupo veiculo em relagédo ao grupo singénico. Houve aumento
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no nimero de células CD3* em ambos 0s grupos que receberam transplante
alogénico quando comparados ao grupo singénico (veiculo P=0,005; PEA
P=0,0144) e isso se repetiu em relacéo as células CD3*CD8" (veiculo P=0,0065;
PEA P=0,0075), entretanto ndo houve diferenca em relacdo ao numero de
CD3*CD4" entre os grupos (Figura 35 — D-F). Em relacdo a ativacao, as células
CD4* encontravam-se mais ativadas nos grupos que receberam transplante
alogénico (veiculo P=0,0091; PEA P=0,0012), sendo o0 mesmo encontrado em
relacdo as células CD8* (veiculo 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
veiculo apresenta uma reducdo na expressdo desta molécula quando
comparado ao grupo singénico (P=0,0071), ndo havendo diferenca em relacéo
ao grupo PEA (Figura 35 — I-J). Esses resultados séo corroborados por dados
de enxertamento no baco (Figura 35 — K) e na medula (Figura 35 — L) em que

nao houve diferenca na porcentagem de enxertamento entre PEA e veiculo.
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Figura 35. Citometria de fluxo de baco. (A) Niumero de mondcitos. (B) Numero de
granuldcitos. (C) Namero de Linfécitos. (D) Numero de linfécitos CD3*. (E) NUmero de
linfocitos CD3*CD4*. (F) Numero de linfocitos CD3*CD8*. (G) Intensidade média de
fluorescéncia de CD28 dentre a populacdo de linfécitos CD3*CD4*. (H) Intensidade
média de fluorescéncia de CD28 dentre a populacdo de linfocitos CD3*CD8". (I) Numero
de linfécitos CD4*CD25*. (J) Intensidade média de fluorescéncia de FoxP3 dentre a
populacado de linfécitos CD4*CD25*. (K) Porcentagem de enxertamento analisada no
baco de animais que receberam transplante alogénico, ap6s 7 dias do transplante. (L)
Porcentagem de enxertamento analisada na medula de animais que receberam
transplante alogénico, apés 7 dias do transplante. N=5 para todos os grupos. Anova de
duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em andlise de multiplas comparacdes
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para entrontrar diferengas (P<0,05) entre 0s grupos.*representa nivel de significancia
de P. O teste T de student, bicaudal, parametrico e ndo-pareado foi utilizado na
comparacdo entre 0s grupos para o teste de enxertameto, 0s grupos foram
considerados diferentes para P<0,05.

4.12. O tratamento com PEA protege figado e intestino

Através da analise histopatologica foi possivel identificar reducdo do infiltrado
inflamatorio e maior preservagédo da arquitetura intestinal do grupo tratado com
PEA quando comparado ao grupo veiculo (P= 0,0220), entretanto tanto PEA
quanto veiculo foram diferentes do grupo singénico (P=0,0016 e P<0,0001,
respectivamente) (Figura 36 - A-D). Os achados no figado seguem este mesmo
padrdo, de forma que PEA apresentou menor escore geral quando comparado
ao grupo veiculo (P=0,0039), sendo que PEA e veiculo se mostraram diferentes
do grupo singénico (P=0,0256 e P<0,0001, respectivamente) (Figura 36 — E-H).

Figura 36. Andlise Histopatoldégica dos Orgdos-alvo. Imagens representativas de
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histopatologico das altera¢cdes encontradas. Imagens representativas de figado
coradas com H&E dos grupos (E) singénico, (F) veiculo, (G) PEA, (H) score
histopatologico das alteracdes encontradas. N=8 ou 9 para 0s 0s grupos. Anova de
duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em analise de multiplas comparacées
para entrontrar diferencas (P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia
de P.

4.13. PEA ndo altera o perfil linfocitario do figado

Em relacdo ao perfil linfocitario do figado, ndo houve alteragcdo nos numeros
de células CD3* ou CD3*CD4"*, ou em relagéo a expressao de FoxP3, de forma
que a ativacdo das células CD3*CD4* no grupo PEA encontrava-se aumentada
em relacdo ao grupo singénico (P=0,0167), ndo havendo diferenca em relacdo
ao grupo veiculo (P=0,6084) ou deste para com o grupo controle (P=0,1981),
houve reducdo no numero de células CD3*CD8* no grupo PEA em relacdo ao
grupo veiculo (P=0,0083) mas ndo houve alteracdo em sua ativacao (Figura 37
— A-F). Ademais ndo foram encontradas alteracbes nas populacdes de
CD4*CD25" e FoxP3 (Figura 37 G-H).
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Figura 37. Citometria de fluxo de figado. (A) Numero de Linfocitos. (B) Numero de
linfocitos CD3*. (C) Numero de linfécitos CD3*CD4*. (D) Numero de linfocitos
CD3*CD8". (E) Intensidade média de fluorescéncia de CD28 dentre a populacdo de
linfécitos CD3*CD4*. (F) Intensidade média de fluorescéncia de CD28 dentre a
populacdo de linfécitos CD3*CD8*. (G) Numero de linfécitos CD4*CD25*. (H)
Intensidade média de fluorescéncia de FoxP3 dentre a populacdo de linfécitos
CD4*CD25*. N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de
Bonferroni foi utlizado em analise de multiplas comparacdes para entrontrar diferencas
(P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.
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4.14. Efeito do tratamento com PEA no perfil linfocitario do intestino

Por fim, analisamos o principal 6rgdo-alvo da GVHD, o intestino. Nado houve
alteracdo em relagdo ao numero total de linfécitos, de células CD3* (Figura 38 —
A-B). Houve aumento no nimero de células CD3*CD4* no grupo veiculo quando
comparado ao grupo singénico (P=0,0306), havendo diferenca do grupo veiculo
para o grupo PEA (P<0,0001), ndo havendo diferenca deste para o grupo
singénico (P=0,0629) (Figura 38 — C). Houve aumento no numero de células
CD3*CD8" no grupo veiculo quando comparado ao grupo singénico (P=0,0086),
havendo reducao destas células no grupo PEA quando comparado ao veiculo
(P= 0,0104), ndo sendo PEA diferente do grupo singénico (Figura 38 - D). Em
relacdo a ativacao celular, houve reducdo da ativacao das células CD3*CD4* e
CD3*CD8* no grupo PEA quando comparado ao grupo veiculo (P=0,0056 e
P=0,0258, respectivamente), ndo havendo diferenca em relacdo ao grupo
singénico (P>0,9999 em ambos o0s casos), desta mesma forma, o grupo veiculo
mostrou-se diferente do grupo singénico (P=0,0022 e P=0,0206) (Figura 38 - E-
F). J& em relacdo a intensidade média de fluorescéncia de FoxP3 em células
CD3*CD4* (Figura 38 — G e H).
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Figura 38. Citometria de fluxo de intestino. (A) Niumero de Linfécitos. (B) Namero de
linfécitos CD3*. (C) NUumero de linfécitos CD3*CD4*. (D) Numero de linfécitos
CD3*CD8". (E) Intensidade média de fluorescéncia de CD28 dentre a populacdo de
linfocitos CD3*CD4*. (F) Intensidade média de fluorescéncia de CD28 dentre a
populacdo de linfécitos CD3*CD8*. (G) Numero de linfécitos CD4*CD25*. (H)
Intensidade média de fluorescéncia de FoxP3 dentre a populacdo de linfécitos
CD4*CD25". N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de
Bonferroni foi utlizado em analise de multiplas comparacdes para entrontrar diferencas
(P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.

4.15. Analise de Rolamento e Adesdo em vasos mesentéricos

Ao sétimo dia os animais foram tratados com PEA uma hora antes do ensaio,
sendo anestesiados imediatamente antes do inicio do procedimento cirargico
para visualizacdo dos vasos mesentéricos. O tratamento com PEA levou a
redugédo do rolamento das células GFP+ nos vasos mesentéricos quando
comparado ao grupo veiculo (P=0,0103) (Figura 39 - A). PEA interferiu também
no processo de adesao celular quando comparado ao grupo veiculo (P=0,0170)

(Figura 39 - B) Ao verificar a expressao de CD11b observamos que houve
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alteracdo nas populacbes CD3*CD4* e CD3*CD8* (P=0,0257 e P=0,0420,

respectivamente) (Figura 39 - C-E).
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Figura 39. Andalise em microscopia intravital dos efeitos de PEA. (A) Avaliagdo de
rolamento das células durante um minuto. (B) Numero de células aderidas em 100um
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 0s grupos. Anova de duas
vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em analise de multiplas comparagdes para
entrontrar diferencas (P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.

Tendo em vista que PEA levou a reducdo ndo apenas da adesdo, mas
também do rolamento celular decidimos investigar CD62L, uma selectina,
responsavel pelo rolamento de leucécitos. De maneira muito interessante, esta
selectina ndo estava alterada em animais tratados com AEA (Figura 40 — A-B),
mas em animais tratados com PEA houve reducdo de CD62L em células
CD3*CD4* e CD3*CD8* em comparagdo com O grupo que recebeu veiculo
(P=0,0237 e P=0,0056, respectivamente) (Figura 40 — C-D).
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Figura 40. Expressao de CD62L em linfécitos CD4 e CD8 apdés tratamento com NAES.
Primeiramente observa-se a expressao 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 expressao 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 analise de multiplas comparagdes para entrontrar diferengas
(P<0,05) entre os grupos.*representa nivel de significancia de P.

4.16. O efeito do tratamento com PEA em citocinas e quimiocinas

Em relacdo as citocinas e quimiocinas avaliadas no figado, a Unica alteragcéo
observada foi no aumento na concentracdo de CCL2 do grupo PEA em relacdo
ao grupo singénico (P=0,0053), ndo sendo diferente do grupo veiculo
(P>0,9999), porquanto o grupo veiculo mostrou-se também diferente do grupo
singénico (P=0,0470) (Figura 41 - A-F). No intestino este mesmo padréo de
resposta péde ser observado em relagédo a CCL2, CCL3 e IFNy, de forma que
foi encontrada diferenca do grupo PEA quando comparado ao grupo singénico
(P=0,0007; P=0,0016; e P=0,0371), mas ndo em relacdo ao grupo veiculo
(P>0,9999; P>0,9999; e P=0,6215); sendo o grupo veiculo, por sua vez, diferente
do grupo singénico nas citocinas, mas nao para a quimiocinas INFy (P=0,0024;
P=0,0077; e P=0,4669), entretanto, houve aumento na concentracao de IL-10 no
grupo tratado com PEA em relacdo ao veiculo (P= 0,0059), sendo também
diferente do grupo singénico (P= 0,0022) (Figura 41 — G-L).
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Figura 41. Andlise de citocinas e quimiocinas através de ELISA. No figado foram
avaliadas (A) CCL2, (B) CCL3, (C) CCL5, (D) TNFa, (E) IFNy, (F) IL-10. No intestino
também foram avaliadas (G) CCL2, (H) CCL3, (I) CCL5, (J) TNFa, (K) IFNy, (L) IL-10.
N=5 para todos os grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado
em andlise de multiplas comparac¢des para entrontrar diferencas (P<0,05) entre os
grupos.*representa nivel 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 presenca dos antagonistas de CB1 e CB2,
AM251 e AM630 respectivamente. Observamos que nado houve diferenca na
sobrevida dos animais tratados com AM630+PEA quando comparados ao grupo
tratado com PEA (P= >0,9999). Entretanto, houve reducdo na sobrevida de
animais tratados com AM251+PEA, variando de quando comparados a animais
que receberam apenas PEA, variando de 60% para 20%, entretanto nao foi

encontrada diferenca estatistica em relacéo a esta variacdo (P= 0,1023)

N&do houve diferenca entre os grupos PEA e AM630+PEA quando
comparados ao grupo singénico (PEA P= 0,1343; AM630+PEA P= 0,1343).
Houve, porém, diferenca entre AM251+PEA em relacdo ao grupo controle (P=0,
P =0,0143), ndo sendo este diferente do grupo veiculo (P= 0,5485); porquanto
houve diferenca entre singénico e veiculo (P=0,0016). Neste mesmo sentido,
PEA e AM630+PEA se mostraram diferentes do grupo veiculo (P=0,0298 e
P=0,0298) (Figura 42).
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Figura 42. Acéo de PEA em receptores canabindides. Andlise de sobrevida de animais
singénicos, ou alogénicos, tratados com veiculo, PEA, AM251+PEA ou AM630+PEA.
*indica andlise estatistica em relacdo ao grupo singénico e # indica analise estatistica
em relacdo ao grupo veiculo. 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 comparagdo com o grupo singénico e # com grupo veiculo.

Desta forma, torna-se interessante investigar outros receptores que possam
estar relacionados ao aumento da sobrevida decorrente do tratamento com PEA,
uma de nossas hipbteses € de que este farmaco esteja interagindo com o
receptor GPR55, uma vez que diversos autores descrevem forte interacdo
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 ndo ser o mais abundante no intestino, este

receptor é encontrado nas vilosidades, onde participa ativamente de funcdes
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como o controle de saciedade, sendo também abundante na regido do plexo
mioentérico, uma regido que compde o sistema ervoso entérico, sendo formado
por uma cadeia de células da glia e neurbnios, onde CB1 € expresso. O CB:
esta diretamente envolvido no processo de contragdo muscular através da
inibicdo da liberagdo do neutransmissor excitatério ACh (DIPATRIZIO, 2016)
(Figura 43 - A). Uma vez que a resposta de PEA em relacdo a sobrevida foi
distinta da resposta proporcionada pela AEA decidimos analisar em maior
detalhe se um de seus mecanismos poderia ser através da regulacdo do
peristaltismo, levando a reducdo do quadro de diarréia em animais com GVHD.
Desta forma, animais tratados com PEA apresentaram reducdo do score
relacionado ao aparecimento de diarreia apés a inducdo da GVHD quando
comparados ao grupo controle e esta protecao foi perdida no grupo tratado com
AM251+PEA, demonstrando que este fator foi diretamente influenciado pela
interacdo de PEA com o receptor CB1 (Figura 43 - B). A perda de peso
ocasionada principalmente pela diarreia € um dos principais fatores associados
a GVHD.

A B

2.0+
1.54

1.0

Ativagdo CB,

0.5+

T 1
0 5 10 15
_ Days after disease induction

/__ C57BL/6j 2 Balb-c
~@- Balb-c 9 Balb-c —@- Vehicle -~ PEA (5mg/kg)

Variagéo de qualidade das fezes

Submuco
Y
]
/

FuSCUNS =——=————re—

AM2514PEA

Figura 43. A importancia de CB; no intestino. (A) A ativacdo do receptor CB1 esta
envolvida no processo de controle da contracdo intestinal através da inibicdo da
liberacdo de ACh (adaptado de DIPATRIZIO (2016). (B) Variagdo da qualidade das
fezes dos animais ap0s transplante. O primeiro ponto apds o transplante indica o
periodo de enxertamento em que o dano ocasionado pelo regime de condicionamento
€ evidente e leva a danos intestinais ocasionando em fezes levemente pastosas. Apos
este periodo os animais que receberam transplante singénico apresentam retorno as
condic¢des basais, enquanto animais com GVHD apresentam agravamento deste quadro
até a mortalidade. O tratamento com PEA preveniu este agravamento. N=5 para todos



105

0s grupos. Anova de duas vias com Pos-teste de Bonferroni foi utlizado em analise de
multiplas comparagdes para entrontrar diferencas (P<0,05) entre os grupos.*representa
nivel de significancia de P.

Por fim, foi realizada microscopia intravital para analisar a para verificar a
participagdo dos receptores canabinoides nas alteragbes verificadas pelo
tratamento com PEA na reducédo do rolamento e adesao das células nos vasos
mesentéricos. De maneira muito interessante, o pré-tratamento com ambos 0s
antagonistas CB1 e CB:2 foram capazes de impedir a redugdo no rolamento
celular, entretanto apenas o antagonismo do receptor CB2 impediu a redugéo da
adesdo celular. Reinterando a atuagdo de PEA em ambos 0s receptores

canabinoides (Figura 44).
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Figura 44. Andlise intravital PEA na presenca de antagonistas CB1 e CB.. (A) Imagem
representativa da técnica de microscopia intravital realizada pela aplicacado de rodamina
intravenosa. (B) Numero de células em rolamento por minuto. (C) Niumero de células
em adesao em 100u de vaso. N=3 para cada grupo neste experimento. Anova de duas
vias com pos-teste de Bonferroni foi utilizado para comparar as médias entre 0s grupos,
os grupos foram considerados diferentes quanto P<0,05.
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5. Discussao

A GVHD é uma doenga com complexa patologia, de acometimento sistémico
e rapida progressdo, 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 doenca permanece
sendo o uso prolongado de imunossupressores e corticoides (JAMIL et al., 2015;
DEVETTEN et al., 2004). Entretanto, além dos efeitos adversos e doencas
secundarias que podem decorrer da imunossupressdo a longo prazo os
corticoides apresentam ainda mais uma complicacdo: 0s pacientes podem
apresentar GVHD refrataria a corticoides (DEVERGIE; JANIN, 2008). Isso ocorre
em quase 60% dos pacientes e consiste na ndo-responsividade ao tratamento
(XHAARD et al., 2012).

No trabalho atual observamos o efeito de endocanabindides, moléculas
enddgenas que tem potencial de atuar em receptores canabindides, sendo
metabolizadas por enzimas especificas que fazem parte do sistema canabindide.
Endocanabindides podem ser divididos de acordo com sua via de sintese e neste
modelo decidimos focar nas N-acetiletanolaminas. Primeiramente, averiguamos
se 0s niveis endogenos de Anandamida seriam alterados pela inducdao da
GVHD, comparando animais que receberam transplante singénico e alogénico.
De maneira muito interessante, ndo houve alteracdes nos niveis de AEA no
intestino ou no soro dos animais com GVHD, mas houve aumento dos niveis
deste endocanabinodide no figado. E interessante observar que a expresséo de
AEA no figado pode ser correlacionada a patogenias neste 6rgdo, tratando-se
de uma resposta adaptativa a estimulos nocivos, como cirrose (BERDYSHEYV et
al., 2001), podendo também ocorrer durante o processo de regeneracdao do
figado (MUKHOPADHYAY et al., 2011).

Em modelo de colite induzida por DNBS, D'ARGENIO et al. (2006) relatam o

aumento dos niveis de Anandamida, sendo o mesmo encontrado em biépsias de
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pacientes com colite. Os autores discutem que este aumento ainda nos estagios
iniciais da colite poderia se tratar de um mecanismo enddgeno protetor contra a
inflamacé&o. Entretanto, apesar de similaridades entre os modelos de colite e o
acometimento da GVHD no intestino, 0 mesmo nao foi encontrado em Nnosso
modelo experimental. Ademais, GRILL et al. (2019) relatam que encontraram
este aumento no plasma sanguineo de pacientes com colite ulcerativa e doenca
de Crohn, mas o mesmo néao foi encontrado em pacientes com cancer colorretal.
Desta forma, apesar de ndo haver alteragcbes nos niveis de AEA devido a
inducdo de GVHD, € interessante avaliar se 0 aumento de seus niveis, pela
inibicdo da enzima responsavel por sua hidrélise, poderia mimetizar o

mecanismo de auto regulacdo que ja existe no organismo.

Deve-se observar, entretanto, que tanto no organismo murino quanto no
organismo humano endocanabinéides sdo produzidos sob demanda a partir de
acidos graxos de membrana, sendo rapidamente hidrolisados por enzimas como
MGL e FAAH. Portanto, a inibicdo de FAAH leva ao acimulo de NAEs, mas nao
de outros endocanabindides como o 2-AG, porquanto a inibicdo de MGL teria 0
efeito oposto, aumentando niveis de 2-AG mas ndo das NAEs (PANLILIO et al.,
2016). SALAGA et al. (2014) reportam que o tratamento com PF-3845, um
inibidor da FAAH levou a reducao da inflamacdo em modelo de colite induzida
por TNBS em camundongos C57B1/6, reduzindo também o dano no colén dos
animais. E interessante observar que em nosso modelo, o tratamento com
inibidor seletivo irreversivel da FAAH, MAFP, levou ao aumento da sobrevida

dos animais e reducéao dos sinais clinicos.

Apesar destes resultados serem promissores, decidimos ndo continuar com a
investigacdo desta molécula por duas razdes, a primeira € que a FAAH humana
e a FAAH murina apresentam muitas diferencas estruturais, fazendo com que
enzimas murinas ndo tenham o mesmo efeito ou eficacia em humanos (DI
VENERE et al., 2012). A segunda raz&o é que durante um estudo clinico em

humanos saudaveis, o uso de um inibidor irreversivel seletivo para FAAH (BIA



109

10-2474) levou diversos pacientes a 6bito, levantando ressalvas sobre este tipo
de farmaco e as intercorréncias que seu uso pode ocasionar em humanos
(EDAN; KERBRAT, 2017). Durante a investigacao para esclarecer as razées dos
eventos adversos ocasionados pelo tratamento, a Food and Drug Administration
(FDA) baniu o uso deste farmaco. E interessante observar, entretanto, que em
modelos murinos o uso de BIA 10-2474 ndo apresentou toxicidade ou efeitos
adversos graves (HAYES et al., 2021; PECK et al., 2022).

Por esta razdo, selecionamos duas das NAEs mais promissoras para
investigagdo de seus efeitos isolados, além de estas moléculas serem
evolutivamente preservadas, sdo 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
administrac@o exdgena de AEA foi capaz de atenuar a colite ulcerativa induzida
por TNBS. 1ZZO e CAMILLERI (2009) discutem ainda que AEA modula o
receptor CB1, reduzindo a contratilidade e secrecao, e também CB2, reduzindo

citocinas pro-inflamatorias.

Portanto, a escolha de AEA como potencial farmaco para o tratamento da
GVHD se deu por se tratar de uma molécula com potencial imunomodulador ja
estudado em outros modelos e com afinidade pelos receptores canabinodides
classicos, principalmente CB2. A importancia deste receptor na GVHD e a
possibilidade do uso de seus agonistas como tratamento j4 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 a reducdo dos sinais clinicos, protecdo dos 6rgaos-alvo e
aumento de sobrevida. Ademais, os autores demonstraram aumento da
expressdo de CB2 em linfocitos de animais tratados com CBD. De maneia
interessante, deve-se salientar que um dos mecanismos de agdo do CBD em

doencas inflamatorias é a inibicdo da FAAH, enzima responsavel pela
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degradacdo das NAEs, levando ao acumulo destes endocanabindides no
organismo (PERTWEE, 2006a).

Outras NAEs, além da AEA, acumulam-se no organismo perante a inibicdo da
FAAH. Portanto, decidimos investigar se PEA, uma NAE descrita como anéloga
mais saturada de AEA teria também potencial de ligacdo ao receptor CB:2
(LAMBERT et al., 2002). Esta investigacao foi realizada através de ensaio de
ancoragem molecular, que nos permitiu também averiguar o nivel 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 conformacfes. Este método € utilizado para o screening inicial de farmacos
e pode elucidar quanto ao reconhecimento molecular e possiveis interacdes
entre uma molécula e um receptor (JAKHAR et al., 2020). Este método foi
utilizado por BRIZZI et al. (2009) para propor uma molécula “hibrida” entre AEA
e A9-THC. Apesar de ser uma metodologia padrédo para a predicdo 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 0s
dados gerados sao de fato uma predicdo e podem nado ser reproduzidos em
organismos biol6gicos 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 CBz2.

Desta forma, procedemos com o tratamento dos animais usando AEA e PEA
exdgena e, de maneira similar aos achados de ENGEL et al. (2008), o tratamento
com AEA levou a redugéo dos sinais clinicos 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 doenc¢a secundaria ao transplante de
medula, é importante sempre averiguar se o0s tratamentos ndo interferem no
processo de enxertamento, uma vez que falha na quimerizacdo 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 néo interferiram no
processo de enxertamento na medula ou em orgaos linfoides. Adicionalmente
ndo houve alteracdes nas populacdes de linfécitos ou no numero total de
granuldcitos e mondécitos em ambos os tratamentos. Além destes farmacos ndo
terem reduzido o enxertamento, JIANG et al. (2011) sugerem que agonistas do
receptor CB2 podem ser Uteis em promover a recuperacao de células de medula
apos irradiacdo através da proliferacdo de progenitoras hematopoiéticas, de
forma que nossos achados vdo ao encontro ao que se encontra descrito na

literatura.

Uma vez que as células transplantadas migram e colonizam os 0Orgaos
linfoides, elas podem entdo migrar para os 6rgaos-alvo onde participardo da
resposta inflamatéria ocasionando em danos a estes tecidos (BAKER et al.,
1996). O principal alvo da GVHD aguda € o intestino, e uma das principais
causas de morte em pacientes com GVHD é a exacerbada perda de peso,
decorrente da pouca absor¢cdo de nutrientes, dificuldades na alimentacéo 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
inflamatorio. Este dado é corroborado pela reducao de linfécitos T CD4 e CD8,
bem como a ativacdo destas populagbes celulares. De maneira muito
interessante, ambas as NAEs ndo reduziram citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias. Em contraste ao descrito em estudos que utilizaram A9-THC e
CBD, os endocanabindides nao levaram ao aumento de células T-regulatorias,
mas mantiveram o efeito de aumento da IL-10, uma interleucina anti-inflamatéria.
De maneira interessante, CBD levou a um aumento na populacéo de células
CD4 e CD8, enquanto AEA e PEA levaram a reducdo de ambas populacdes,
ademais, tanto em CBD quanto em ambas as NAEs estas populacdes

encontravam-se menos ativadas
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E muito interessante que n&do tenhamos encontrado alteragbes nas
guimiocinas e citocinas pré-inflamatérias investigadas, o que indica que este néo
€ 0 mecanismo pelo qual AEA e PEA reduzem o infiltrado inflamatorio e o nimero
de células no intestino. Este achado € interessante, uma vez que mesmo com 0
sinal de quimio-atracdo ainda ha reducdo do numero de células no tecido-alvo,
indicando que outros mecanismos norteiam esta reducdo. Sendo assim,
investigamos como estaria 0 processo de rolamento e adeséo celular em vasos
mesentéricos, uma vez que estes processos precedem a migracao celular e sua
auséncia ou reducédo pode influir diretamente na reducéo de células imunes nos
orgaos-alvo (LO et al., 1991). Um dos possiveis mecanismos de intervencao na
migracao celular seria a acao direta das NAEs sobre o receptor CB2 presente
nas células do sistema imune, uma vez que este & expresso em praticamente
todas as células da linhagem mieloide (PERTWEE; ROSS, 2002). Desta forma,
avaliamos se o tratamento com AEA ou PEA influenciaria a migracéo celular,
mais especificamente os processos de rolamento e adesdo das células nos

vasos mesentéricos.

A motilidade dos linfocitos T é um processo complexo que depende
primeiramente da ancoragem das células, através de selectinas, na parede do
vaso, esta € uma ligacao relativamente fraca e a sequéncia de alternancias entre
ligacdo e desconexdo permite o rolamento da célula na parede do vaso. A célula
chegara ao stop uma vez que haja ligagdo entre integrinas presentes em sua
membrana e moléculas expressas na superficie do epitélio vascular, como a
Molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), a capacidade de adesdao dos
linfécitos € um passo essencial para que estas possam chegar a seus alvos e
desencadear seus papeis na inflamacao local (STANCIU; DJUKANOVIC, 1998).
Em um trabalho de revisdo, VERMA e KELLEHER (2019) discute que linfécitos
T circulam constantemente na corrente sanguinea, sendo esta uma parte
fundamental de seu papel na imunovigilancia do organismo. Entretanto,
moléculas de adesé&o, principalmente integrinas, e estas, por sua vez, sao

ativadas pela ligacdo de receptores celulares a quimiocinas que levam a



113

alteracdes conformacionais nas integrinas. Encontramos, portanto, redugao na
adesdao de células a parede vascular em animais tratados com AEA, porguanto
em animais tratados com PEA foi verificada reducéo do rolamento destas células
e também de sua ades&o. E importante observar, entretanto, que o processo de
rolamento precede a adeséo, de forma a reduzir a velocidade da célula no vaso
e permitir a interacdo de integrinas e receptores presentes no epitélio vascular
(LAWSON; WOLF, 2009).

Em um modelo de isquemia e reperfusdo, MONTECUCCO et al. (2009) néo
encontraram alteracdes 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-la
(composta pelo dimero CD11b/CD18) e descobriram que o tratamento com
JWH133 levava a reducao de seus niveis em neutroéfilos, limitando a migragcédo
deste tipo celular. Desta forma, investigamos a Mac-la através de um dos
componentes de seu dimero, o CD11b. Esta molécula € comumente expressa
na superficie de diversas células da linhagem mieloide, como linfocitos e
neutrofilos, e tem papel crucial na adeséo celular. De forma muito interessante,
AEA levou a reducdo de CD11b em linfécitos T-CD3, T-CD4 e T-CD8, o0 que
corrobora a reducéo na adesao celular encontrada na microscopia intravital, que
€ revertida na presenca de antagonista CB2 e mimetizada por JHW133. AEA e
PEA levaram a reducdo desta molécula em linfocitos T-CD4 e CD8, apoiando
sua interferéncia na adeséao celular. Entretanto, PEA também levou a reducéo
do rolamento das células nas paredes dos vasos, 0 que indica que outros
mecanismos podem estar envolvidos e ndo apenas a reducédo de Mac-1la. Em
modelo murino de isquemia e reperfuséo, DI PAOLA et al. (2012) descreveram
que o tratamento com PEA cinco minutos antes da reperfusdo levou a redugéo

de ICAM-1 e L-selectina, moléculas de adesao em células endoteliais.

A L-selectina, CD62L € uma molécula glicoproteica transmembrana que é

expressa em quase todos os leucdcitos circulantes, sendo vital para o processo
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de rolamento (IVETIC et al., 2019). De maneira muito interessante, AEA n&o
gerou alteracGes nesta molécula, porquanto PEA reduziu o MFI de CD62L tanto
em populacgdes de linfocitos T CD4 quanto T CD8. Este resultado demonstra que,
apesar de desencadearem papeis similares em relagdo a CD11b e a reducao da
ativacdo de linfocitos, PEA atua em outros mecanismos além daqueles

encontrados com o uso de AEA.

Estes mecanismos culminam, portanto, na protecdo do intestino, entretanto,
outro 6rgdo-alvo da GVHD é o figado. E importante observar que tanto AEA
quanto PEA foram também capazes de proteger o este 6rgdo, reduzindo o score
histopatolégico. Entretanto ndo encontramos alteragbes nas citocinas e
guimiocinas avaliadas, mas deve-se ressaltar que apenas CCL2 encontrava-se

aumentada no grupo veiculo.

Sendo assim, é provavel que, em nosso modelo experimental, a mortalidade
ocorre antes mesmo que a GVHD se instaure neste 6rgdo, como observado por
PANOSKALTSIS-MORTARI et al. (2004). Em um ensaio temporal, a autora
induziu a GVHD pelo transplante de células GFP*, permitindo a visualizagéo das
células transplantadas nos 6rgaos-alvo. Neste trabalho, a autora demonstra que
imediatamente apds o transplante, seja este singénico ou alogénico, ocorre
migracao das células transplantada para os 6rgaos linfoides e apenas ao terceiro
dia, ap6s o enxertamento, as células passam a migrar para os 6rgaos-alvo, mas
principalmente o intestino. Ao sétimo dia, periodo escolhido por nés devido ao
inicio da mortalidade, Panoskaltsis-Mortari relata, entretanto, que neste periodo
ha baixo povoamento de células no figado dos animais (Figura 44). Esta
cronologia elucida nossos achados de alterac6es pontuais no figado e mesmo
assim observa-se protecao de PEA atravées da reducado do score histopatoldgico.
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Figura 45. Migragéo de células GFP+ para os 6rgdos-alvo. A imagem de microscopia
intravital apresenta as diferencas de migracao de células GFP* (verde) tanto no figado
guanto no ileo de animais que receberam transplante alogénico e singénico. Adaptada
de PANOSKALTSIS-MORTARI et al. (2004).

Tendo em vista os efeitos destes farmacos nos principais 6rgaos-alvo,
precisavamos entender, no contexto sistémico, qual receptor poderia estar
envolvido, de maneira predominante, no aumento de sobrevida. Para tanto, nés
inicialmente averiguamos a participacdo dos receptores canabindides (CB1 e
CB2) na GVHD. E, de maneira interessante, o tratamento com antagonistas de
ambos os receptores nao levou a aumento substancial de sobrevida em relacéo
ao grupo veiculo. Em modelo de colite induzida por TNBS, ENGEL et al. (2010)
encontraram que animais desprovidos destes receptores se tornavam mais
susceptiveis a colite, apresentando maior dano em analise histopatoldgica.
SALAGA et al. (2014) descrevem ainda que o uso de AM251 bloqueou o efeito
anti-inflamatorio gerado pelo inibidor de FAAH, mas AM630 ndo apresentou

efeito.
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Conforme nossa hipdtese inicial, o0 aumento de sobrevida resultante do
tratamento com AEA se mostrou dependente de CB2, mas EHRHART et al.
(2005) discutem que a ativacdo de CB2 também seria responsavel pela inibicdo
da producao de citocinas além de reduzir a apresenta¢do de antigenos, mas este
primeiro efeito ndo foi observado em animais tratados com AEA. Por outro lado
e de maneira inesperada, PEA se mostrou parcialmente dependente de CBa.
Este achado vai de embate com o que haviamos encontrado no ensaio de

ancoragem, de forma que esperavamos uma resposta similar aquela do AEA.

Em estudos anteriores, foi observado que A9-THC e CBD, que possuem a
mesma formula molecular, se comportam de forma distinta em relacdo a sua
interacdo com receptores canabindides 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 interagdes distintas em
relacdo aos receptores canabindides em relacdo ao aumento da sobrevida dos
animais com GVHD, de forma que o primeiro se mostrou dependente de CB:z e
0 segundo parcialmente dependente de CBi. Mas devido a similaridade de
efeitos encontrados, ndo devemos descartar a possibilidade de que PEA esteja
sim interagindo com CB:2, apesar do antagonismo deste ndo 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 concentragGes de Ca?* intracelular. Em
modelo de nocicepcédo induzida por injecdo de formalina, CALIGNANO et al.
(1998) discutem ainda que efeitos do PEA dependentes de CB2 podem ser, na
verdade, decorrentes da potencializacdo de AEA que entéo se ligaria a CB2. Em
modelo de hiperalgesia inflamatoria através de injecdo com carragenina,
JHAVERI et al. (2008) descrevem este efeito de potencializagdo como

“‘entourage effect”, este termo elucida a interagao sinérgica entre canabindides.
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Portanto, PEA poderia aumentar tanto a concentracdo como os efeitos de AEA
enddgena, o que justificaria as similaridades que encontramos, mesmo que
primariamente, em nosso modelo, a acdo de PEA tenha se mostrado dependente
de CB1 e ndo CB2 como AEA.

Afinal, AEA e PEA, assim como diversas outras NAEs apresentam tanto vias
de sintese como vias de inativacdo em comum, podendo dar origem a
metabdlitos ativos como eicosanoides e prostaglandinas, bem como &acidos
graxos. Estas moléculas, principalmente as prostaglandinas, podem
desencadear seus efeitos préprios que podem ou nado ser conflitantes com os
efeitos principais de imunomodulacédo de AEA e PEA (DI MARZO; PISCITELLI,
2015). Ademais, como os demais canabindides, ambas estas moléculas
apresentam promiscuidade farmacolégica, podendo interagir com diversos
outros receptores além dos receptores canabindides que foram o foco de nosso
estudo. Alguns exemplos sendo o receptor vanildide 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
imunomodulagcdo das NAEs, tendo como foco principal a interagcdo de AEA e

PEA com o receptor CBa.



Conclusao



119

6. Concluséao

Nosso trabalho demonstra que alteracbes na disponibilidade de
endocanabindides, seja por uso de inibidores de enzimas responsaveis por sua
degradacdo ou por administracdo exdgena 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
interacdo com o receptor canabindide do tipo 2. Este farmaco também promoveu
a reducdo do numero de linfocitos CD3, CD4 e CD8 no intestino, principal 6rgéo
alvo da GVHD, promovendo aumento de producdo de IL-10 sem interferir no
processo de enxertamento. Outro endocanabinéide avaliado, o
Palmitoiletanolamida também aumentou a sobrevida, mas este fendmeno foi
parcialmente dependente de CB1 e ndo CB2. Observamos também efeito protetor
nos orgaos-alvo, com reducao de CD4 e CD8 no intestino e reducdo de CD8 no
figado. PEA levou também ao aumento de IL-10 no intestino e interferiu no
processo de adeséo e rolamento de células nos vasos mesentéricos, levando a
reducdo da expressédo de CD11b e CD62L em células CD4 e CD8 no intestino,
porquanto AEA levou a reducdo apenas da adesdo destas células e da
expressdo de CD11b. Desta forma, fica evidente que estes farmacos
apresentam grande potencial terapéutico na doenca do enxerto-contra-
hospedeiro, principalmente por serem moléculas também endogenamente
produzidas e, portanto, bem suportadas tanto pelo organismo humano quanto
murino. Mais investigacdes se fazem necessarias para compreender 0s
mecanismos de acdo de PEA, mas a possibilidade de que alguns de seus efeitos
sejam por acao sinérgica a AEA enddgena pode trazer vantagens ao tratamento
com este farmaco, uma vez que além de seus proprios efeitos
imunomodulatérios e anti-nociceptivos haveriam também os efeitos da AEA
endoégena. Com este trabalho esperamos ter elucidado alguns dos mecanismos
e efeitos destes farmacos na doenca do enxerto-contra-hospedeiro, ressaltando

0 potencial terapéutico dos endocanabindides.
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