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“You live and learn. At any rate, you live.”

‘I may not have gone where | intended to go.

)

But | have ended up where | needed to be.’

Douglas Noél Adams
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RESUMO

O transplante de medula éssea (TMO) é uma terapia curativa para diversas
enfermidades de origem hematoldgica, tumores e canceres, bem como para algumas
doencas de origem autoimune. A principal preocupacdo em relacdo ao TMO é que
pacientes que recebem transplante alogénico ou semialogénico podem desenvolver a
doenca do enxerto-contra-hospedeiro (Graft versus host disease — GVHD), em que as
células da medula transplantada reconhecem diferencas antigénicas entre o doador e
0 receptor iniciando uma resposta efetora contra o organismo do receptor. A
incidéncia de GVHD em humanos é de 30-60% (Martin et al., 2015) e, dentre aqueles
gue desenvolvem a doenca, h4 uma taxa de 50% de mortalidade (Barton-Burke,
2008). Atualmente, o principal tratamento de GVHD é o uso ininterrupto de altas
doses de corticoides, que levam a imunodepressdo e aumentam as chances de
recidiva tumoral. Desta forma, nosso objetivo foi avaliar se o Canabidiol (CBD), um
potente anti-inflamatdrio e principal constituinte ndo psicoativo da Cannabis sativa,
seria capaz de reduzir os danos causados pela GVHD. As acdes do CBD foram
avaliadas em modelo murino de GVHD, induzida através do transplante de medula
(1x107 células) e esplendcitos (3x10’ células) de camundongos C57BL/6j para Balb/C.
Os animais receptores foram tratados diariamente com CBD (30mg/Kg) ou veiculo
(5% Tween80) por sete dias, sendo entdo eutanasiados e os tecidos coletados para
analises histopatoldgicas, ELISA e citometria de fluxo. CBD ndo apenas gerou
aumento da sobrevida, como também reduziu os niveis de TNF-a, IFN-y, CCL2, CCL3
e CCL5 no intestino e aumento do nimero de linfécitos FoxP3" neste mesmo 6rgao.
Entretanto, no figado, o tratamento com CBD levou a reducéo de IFN-y e CCL3, mas
ndo alterou o nimero de linfocitos FoxP3*. Além disso, CBD também néo alterou
efeito citotoxico do enxerto-contra-tumor e, em estudo. com antagonistas CB1 e CB2,
se mostrou parcialmente dependente deste receptor canabinoide para exercer seu
efeito na sobrevida dos camundongos com GVHD, mas ndo de CB1. De acordo com
nossos dados, CBD se apresenta como um tratamento em potencial para a GVHD
devido a seus efeitos imuno-regulatorios e ao aumento de sobrevida, relacionado ao

receptor CB2.

Palavras-chave: GVHD, Canabidiol, FoxP3, GVL, canabinoides.



ABSTRACT

Bone-marrow transplant (BMT) is a curative therapy for several hematological
diseases, tumors, cancers and even some autoimmune diseases. However the
main concern about BMT is that patients that undergo allogenic or semi-alogenic
transplants might develop a secondary disease know as Graft versus host
disease (GVHD), in with the bone marrow transplanted cells recognize antigenic
disparities between donor and host, leading to an active immune response
against the host organism. The incidence of GVHD in humans ranges from 30 to
60% (Martin et al., 2015) and, among those who develop this disease, the
mortality rate is up to 50% (Barton-Burke, 2008). Currrently, the main treatment
for GVHD is the permanent and unceasing usage of high doses of
corticosteroids, that lead to immune suppression and increases the chances of
tumor reoccurrence. Therefore, our goal was to evaluate the actions of CBD, a
potent anti-inflammatory drug and main non-psychoactive component of
Cannabis sativa, in a murine model of GVHD, induced by the transplant of bone
marrow cells (1x10°) and splenocytes (3x10), from C67BL-6j to Balb-c mice. The
mice host were daily treated with CBD (30mg/Kg) or vehicle (5% Tween80) for
seven days, starting on the day of the transplant, the mice were then euthanized
and their tissues were collected for histopathological, ELISA and flow cytometry
analyses. CBD not only lead to an increase in survival rates, but also reduced the
levels of TNF-a, IFN-y, CCL2, CCL3 and CCL5 in the intestines, also increasing
the number of FoxP3" lymphocytes. However, in the liver, the treatment with CBD
lead to the reduction only of IFNy and CCL3, but the number of FoxP3*
lymphocytes were not altered. Besides, CBD also did not affect the cytotoxic
effect against tumor or graft-versus-tumor effect (GVL) and, in a study with CB1
and CB2 antagonists, CBD demonstrated to be partially dependent of CB2, but
not CB1 cannabinoid receptor to promote an increased survival. Therefore,
according to this data, CBD is a potential treatment for GVHD due to its
immunomodulatory and the increased survival, related to CB2 cannabinoid

receptor.

Key-words: GVHD, cannabidiol, FoxP3, GVL, cannabinoids.
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1. INTRODUCAO
1.1. Doenca do enxerto-contra-hospedeiro (GVHD)

Apés o término da segunda guerra mundial, dentre os sobreviventes as
detonacgbes atdmicas, residentes das cidades de Hiroshima e Nagasaki, no
Japao, comecaram a falecer devido a uma “doenga primaria” ou aplasia de
medula éssea. No intuito de salvar estes pacientes, foi realizada transfusao
intravenosa de células de medula 6ssea de doadores saudaveis. Entretanto,
apesar de adiar a mortalidade, a terapia resultou em uma “doenca secundaria”
gue também poderia levar os pacientes ao 6bito (Vriesendorp et al., 2016).

Esta doenca secundaria ao transplante de medula éssea (TMO), que se
resume em um conjunto de reagfes imunes, foi nomeada “Doenca do enxerto-
contra-hospedeiro” ou Graft-versus-host disease (GVHD) por Van Bekkum em
1956, sendo que este foi, também, o responsavel por identificar as variaveis que
levavam ao surgimento da GVHD e por estabelecer modelos experimentais
classicos, como o uso de cades da raca Beagle, para o estudo da doenca (Dicke
et al., 1973). Esta doenca é a principal complicacdo decorrente do TMO e leva a
resisténcia médica em optar por esta terapia (Margaret Barton-burke et al., 2008;
Shlomchik et al., 2007; Ferrara et al., 2009). A GVHD ¢é também a maior causa
de morte, ndo relacionada a reincidéncia tumoral, em pacientes que realizam o
TMO (Major-Monfried, 2018). No entanto, o TMO é a principal terapia curativa
utilizada para o tratamento de doencas de origem hematoldgica, tais como:
leucemias (Gale, 1981), anemia falciforme (Walters, et al., 1996), talassemias
(Lucarelli et al., 1990), anemia aplastica (Locasciulli et.al, 2007) e vem surgindo
como uma alternativa terapéutica para o tratamento de tumores sélidos, linfomas
(Hartmann, 1997; Curtis, 1997) e também para doencas autoimunes como lupus
(Marmont, 1994: Gladstone, 2017).

Dentre os pacientes que desenvolvem GVHD, a taxa de mortalidade também
é alta, chegando a 50% dos casos (Margaret Barton-burke et al., 2008). A GVHD
surge quando as células T oriundas do transplante reconhecem disparidades
antigénicas entre o doador e o receptor, ou seja, 0 HLA das células do receptor e
das células transplantadas sera suficientemente distinto para ativar mecanismos

imunologicos, gerando uma reacéo inflamatdria que ira causar danos aos tecidos
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do hospedeiro (Devergie et al., 2008). Desta forma, uma vez ativadas estas
células se diferenciam em células, T CD4 e T CD8, efetoras que migram para os
orgaos alvo da doenca, recrutam outros tipos celulares e levam a inflamagéo do
tecido alvo e sua consequente destruicdo (MacDonald et al., 2017) (Figura 1).

As manifestac@es clinicas da GVHD séao caracterizadas pelo extenso dano a
diversos 6Orgdos e sistemas, incluindo o trato gastrointestinal, figado, pele e
pulmdes, de forma que estes ultimos sdo considerados 6rgaos alvo da doenca
(Devergie et al., 2008). Historicamente, a GVHD ¢é diferenciada entre aguda
(@GVHD), ou seja, aquela que se inicia até 100 dias apOs o transplante; e
cronica (cGVHD), caso fosse iniciada ap6s 100 dias do transplante,
independente da sintomatologia (Vigorito et al., 2009). Entretanto, em 2005 o
National Institutes of Health (NIH) elaborou um consenso que passou a definir
gue o diagnéstico entre aGVHD e cGVHD seria feito através das manifestacoes
clinicas e ndo pelo tempo apds o transplante.

Desta forma, a aGVHD ¢é definida por rash eritematoso, sintomas
gastrointestinais, hepatite colestética, infiltrado de células T e apoptose tecidual,
(Zeng et al., 2018) sendo ainda dividida em aGVHD classica, ocorrendo em até
100 dias ap6s o transplante e aGVHD tardia, sendo esta Ultima persistente,
recidiva e de aparecimento tardio. JA& na cGVHD o paciente apresentaria
hiperbilirubinemia, poiquilodermia, liquen plano e escleroso na pele e mucosas,
estenose esofaringea, bronquiolite obliterante, fascite e outros. (Flipovich, 2005).
Mesmo com o0 avango das pesquisas e tratamentos profilaticos, Yang et.al.
(2017) encontraram uma incidéncia de 49.29% e 27.3%, para GVHD aguda e
cronica, respectivamente em humanos.

A incidéncia da GVHD depende de diversos fatores etioldégicos, como o tipo
de transplante realizado, compatibilidade entre o doador e o receptor, regime de

condicionamento, idade, medicacao preventiva, doenca prévia, dentre outros.
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Figura 1. Progresséo de eventos durante a aGVHD em camundongos. Os cinco passos cruciais sdo
(A) Regime de condicionamento (priming), (B) ativagado, (C) expanséo de células T, (D) migragéo de
células T e (E) leséo e destruicdo tecidual. Adaptado de Schroeder et al., 2011.
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Existem alguns tipos de transplante que podem ser realizados, autdlogo,
singénico e alogénico; sendo o primeiro relativo ao transplante de células do
préprio paciente, o segundo quando o paciente possui um doador geneticamente
idéntico e o terceiro, chamado de transplante alogénico de células
hematopoiéticas (HSCT), recebe este nome por ser realizado entre individuos
geneticamente distintos, mas suficientemente compativeis (Beatty et al., 1995;
Ljungman et al.,, 2006). Quanto maior o grau de compatibilidade (8/8 alelos),
maior serdo as chances de sobrevida do paciente, de forma que a
incompatibilidade de apenas um alelo (7/8) leva a reducédo de mais de 10% das
chances de sobrevida do paciente (Lee et al., 2007). Apesar de o transplante
alogénico levar ao aumento da incidéncia da GVHD, as células T maduras
contidas nos aloenxertos reconstituem a imunidade e podem ser tornar ativas
contra células tumorais remanescentes da doenca de origem do hospedeiro
(Shlomchik et al., 2007). Esta acdo antitumoral recebe o nome de Graft-versus-
Leukemia (GVL), sendo um argumento importante na decisdo médica em seguir
com o HSCT como opcéo terapéutica. Deve-se ressaltar que, apesar da maior
probabilidade de que os pacientes desenvolvam GVHD, o transplante alogénico
proporciona um maior efeito GVL quando comparado a outros tipos de
transplante (Kolb, 2008). Conclui-se, portanto, que uma terapia ideal a pacientes
com GVHD seria o uso de farmacos que modulassem a resposta inflamatoria ao
invés de suprimi-la, criando equilibrio entre o GVL e a GVHD (Van-Besien,
2013).

Segundo a European Society of Blood and Marrow Transplantation (EBMT)
mais de cinquenta mil transplantes s&o realizados anualmente de forma
cosmopolita, deste numero, cerca de 43% correspondem a transplantes
alogénicos (Passweg et al., 2017; Gratwohl, 2018). Segundo Vriesendrop &
Heidt (2016), o primeiro relato de ampla utilizagdo do HSCT se deu apos a
segunda guerra mundial, em que sobreviventes de Hiroshima e Nagasaki
passaram a morrer devido a uma “doencga primaria” decorrente da irradiacédo de
corpo total oriunda da radiacdo da bomba nuclear. Como medida de urgéncia os
pacientes receberam transplante de células de medula O0ssea, que, em um
primeiro momento, levaram a melhora dos sintomas da doenca primaria e

elevaram a sobrevida dos pacientes. Entretanto, os pacientes passaram a morrer
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de uma “doencga secundaria” (Vriesendrop & Heidt, 2016). Thomas et.al. (1979)
introduziram o HSCT para pacientes com leucemia e, apesar da metodologia
envolvida ter progredido imensamente desde entdo, até hoje a maior causa
mortis dos pacientes que sobrevivem ao transplante permanece sendo o
conjunto de reacdes imunoldgicas que se sucede ao HSCT (Singh et al., 2016).

A origem das células a serem utilizadas no transplante também pode
influenciar o resultado do transplante (Sakellari et.al, 2018). Células originarias
de cordao umbilical, mesmo quando ha diferenca de até trés antigenos no HLA e
o doador ndo é aparentado, irdo levar a uma incidéncia muito menor de GVHD
aguda (aGVHD), sendo esta cerca de 11% (Wagner et al., 1996; Ferrara et al.,
2005). Sendo assim, deve-se ainda salientar que o principal fator que leva a
GVHD, é a compatibilidade do doador e do receptor. O grau de compatibilidade
se da pela comparacdo dos antigenos de histocompatibilidade humana (HLA).
Tradicionalmente os antigenos HLA de classe | (HLA-A e HLA-B) e o antigeno
de classe Il (HLA-DRB1) tém sido mais utilizados para avaliar o grau de
compatibilidade entre doador e receptor, entretanto, outros antigenos de HLA,
como HLAC, HLADQ, e HLADP também se mostraram importantes na aGVHD e
diferencas de apenas um locus podem ser determinantes para o0
desenvolvimento de GVHD (Cutler & Antin, 2009). Ha ainda os antigenos de
histocompatibilidade menor (miHA) que, associados a quaisquer HLA, podem ser
apresentados a células apresentadoras de antigenos (APC), levando a uma
reposta imune.

O regime de condicionamento, ou seja, o procedimento realizado através de
radiacdo letal ou subletal (Gonzales et al, 2002), ou por drogas
imunossupressoras (Mapara et al., 2006) a fim de reduzir as chances de rejeicéao
levando a destruicéo total ou parcial das células do sistema imune do receptor é
realizado antes do transplante das células de medula no doador para o receptor.
Estes procedimentos sao realizados com o intuito de eliminar o sistema imune
do receptor, tornando-o menos suscetivel a eventos de rejeicdo e facilitando o
processo de quimerizagdo com a nova medula.

E interessante ressaltar que o tempo de duracdo deste regime e o grau de
letalidade sé@o proporcionais a maior incidéncia da GVHD, de forma que um

regime de duracdo mais longo, ou radiagdo em doses letais, levardo a maior
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destruicdo tecidual do hospedeiro antes do transplante, criando um ambiente
pré-inflamatério antes mesmo que seja realizado o HSCT. A idade do hospedeiro
€ um importante fator que ir4 influenciar o regime de condicionamento a ser
escolhido, de forma que paciente com mais de 50 anos ndo devem ser sujeitos a
regimes que causem mielo-ablacdo (Alyea et al., 2006). O regime de
condicionamento também pode sofrer variagBes de acordo com o estagio e tipo
de doenca prévia que acometia o paciente (Goyal et al., 2015; Yang et al., 2017).

A GVHD é, portanto, uma desordem imunologica que pode ocorrer mesmo
guando ha profilaxia agressiva com imunossupressores tais como:
imunossupressores e corticoides. Os corticoides sdo os farmacos usados na
prevencao e na primeira linha de tratamento da DECH (JAMIL; MINEISHI, 2015),
pois eles apresentam um amplo efeito anti-inflamatorio e imunossupressor
(DEVETTEN; VOSE, 2004). Entretanto, como o tratamento pode causar
inumeros efeitos adversos, como degastes musculares, osteoporose e a
Sindrome de Cushing (RANG et al., 2011). Além disso, de 30% a 60% dos
pacientes adquirem resisténcia ao farmaco e desenvolvem a DECH refrataria ao
corticoide, a qual tem uma taxa de sobrevida entre 30 a 40% (XHAARD et al.,
2015). (Devergie et al., 2008). Imunossupressores também vém sendo utilizados
como profilaxia e durante o regime de condicionamento. Este é o caso do
farmaco alemtuzumab, um anticorpo anti-CD32 (Rezende et al., 2017; Teixeira et
al., 2015) e outros farmacos, como Sirolimus (Sandmaier et al.,, 2016),
ciclosporina (Zeiser et al., 2017) ou tacrolimus (Ganetsky et al., 2016).

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

também reduza a probabilidade de desenvolvimento desta doenca.
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1.2.1. Tratamentos

Ndo existe unanimidade na comunidade cientifica em relagdo a um regime
padrao a ser recomendado para a profilaxia do GVHD e devido a isso, existe
também grande variacdo quanto a opcao terapéutica (Ram & Storb, 2013).
Entretanto, a terapia mais comum para pacientes que passaram por regime de
mieloablacdo consiste na combinacgao de ciclosporina e metotrexato, um inibidor
de acido félico. Apesar de o mecanismo preciso de prevencao da GVHD através
do metotrexato ndo estar completamente esclarecido, sabe-se que este farmaco
atua como imunossupressor e seus efeitos apenas sdo significantes na presenca
de ciclosporina. A ciclosporina, por sua vez, € um inibidor de calcineurina, que ira4
agir no blogqueio do sinal célcio-dependente, e consequentemente a transducao
de sinais para producdo de IL-2 e ativacdo de células T, sendo também
imunossupressora (Hows et al., 1983). Desta forma, independente do tipo de
GVHD, o tratamento atual permanece sendo o uso crénico e continuo de altas
doses de farmacos imunossupressores.

Assim como a ciclosporina, tacrolimus é um farmaco inibidor da ativacao de
linfocitos T (Bishop & Li, 1992) Entretanto, ao contrario da ciclosporina,
tacrolimus é capaz de abolir a conversao de linfocitos precursores em linfocitos
T-regulatérios, apresentando atividade imunossupressora até cem vezes maior
gue a ciclosporina (Bishop & Li, 1992). Este farmaco pode ser utilizado em
combinacdo com Sirolimus, uma lactona macrolitica e lipofilica que inibe
linfécitos T citotdxicos enquanto mantém o efeito GVL relacionado as células T-
regulatérias (Johnscen, 2002; Abouelnasr et al., 2013).

Um farmaco mais recente que vem sendo utilizado é o Alemtuzumab, um
anticorpo monoclonal humanizado do subtipo IgG1 que age contra 0s antigenos
CD52 humanos, tanto em linfocitos T quanto linfocitos B, levando a lise destas
células. Alguns estudos tem demonstrado a eficiéncia deste regime profilatico
em prevenir o desenvolvimento de aGVHD e cGVHD, devido a deplecdo de
células T e B (Hamblin et al., 1996). Entretanto esta terapia ainda é recente e
necessita de maiores estudos.

Os anti-inflamatérios esteroidais compfe outra classe de farmacos que
podem ser utilizados no regime profilatico, entretanto, € mais comumente

utilizado no tratamento da GVHD. Corticoides exercem acao linfolitica, levando
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também a reducdo de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a (Cohen et al.,
1970; Holler & Kolb, 1993). Sendo assim, farmacos imunossupressores, COmo 0S
corticoides (Vicent et al., 2010), aumentam as chances de infec¢Oes e outras
complicagdes (Ferrara et al., 2009). De forma que a primeira linha de tratamento
consiste no uso de farmacos imunossupressores como a Ciclosporina, um
inibidor de calcineurina, junto a corticoides (Devergie et al., 2008). Portanto, o
tratamento com corticoides, de forma sistémica, vem sendo utilizado para
controlar os danos causados pela GVHD, ndo sendo, de forma alguma, uma
terapia curativa.

Esta claro que a imunossupresséao a longo prazo ndo € uma abordagem ideal
ou segura, ndo sendo sequer efetiva em pacientes que apresentem GVHD
refrataria (Luft et al., 2011), aumentando a probabilidade infeccGes oportunistas,
como as fungicas (Stanghellini et al., 2017), e também a probabilidade de
recidiva tumoral (Van-Besien, 2013).

Existe, portanto, a necessidade de novos tratamentos e terapias curativas,
cujo progresso tem sido retardado pelo diagnéstico complexo da GVHD (Arai et
al., 2011; Jacobsohn et al., 2012), falta uniformidade nos critérios de resposta do
tratamento (Shulman et al., 2015), escassez de ensaios controlados (Martin et
al., 2015) e pouco acesso a novas terapias estabelecidas conceitualmente fortes
ou com forte base fisiopatolégica em modelos pré-clinicos (Macdonald et al.,
2017). O potencial terapéutico completo do HSCT nao sera alcancado até que
seja possivel minimizar a incidéncia de GVHD ao mesmo tempo em que Sao

mantidos os efeitos benéficos, como o GVL (Shlomchik et al., 2007).

20



1.2.2. Modelo experimental de GVHD

A despeito de o primeiro HSCT ter sido realizado em humanos em 1957 e
haverem inumeros relatos de transplantes em animais e entre diferentes
espécies, apenas em 1995, Krenger et.al. elaboraram um modelo murino de
HSCT, sendo este facilmente replicavel. No modelo proposto por Krenger et al.,
1995, eram transplantadas 5x10° células de medula 6ssea extraidas de
camundongos B6.C-H2bm12 fémeas para camundongos B6.PL-Thyla também
fémeas.

Existem diversos protocolos abrangendo diferentes modelos experimentais,
entretanto, a progresséo de eventos na aGVHD, se mantém a mesma. De forma
gue a inducdo da doenca se inicia com o regime de condicionamento para
ablacdo da medula do animal receptor, em seguida é realizado o do transplante
alogénico ou semi-alogénico, de células de um animal doador, ativacdo e
proliferacdo celular devido a disparidades antigénicas, culminando em uma
resposta inflamatoria intensa levando a dano tecidual. Este dano tecidual sera
traduzido em perda de peso, diarreia grave, alteracbes epiteliais e alta
mortalidade (Schroeder et al., 2011). Desta forma, a maioria dos modelos de
aGVHD envolve o transplante de diferentes classes fenotipicas de linfocitos T de
animais doadores para animais receptores letalmente irradiados (Schroeder et
al., 2011).

A gravidade da aGVHD em cada modelo ird depender de diversos fatores,
como a quantidade e o tipo celular transplantado (Edinger et al., 2003); dose de
radiacao, sendo diretamente proporcional ao grau de dano tecidual e a liberacao
de citocinas subsequentes e também a mortalidade associada a aGVHD
(Schwarte et al., 2007). Schroeder et al., 2011, salienta ainda que diferentes
linhagens de camundongo apresentam diferentes suscetibilidades ao
desenvolvimento da doenga, de forma que linhagens que sofreram maior
inbreeding serdo mais suscetiveis, sendo assim, animais Balb-c sdo mais
propensos que animais C57BL/6j. Em suma, disparidades antigénicas séo o fator
determinante na aGVHD, de forma que mesmo que o receptor seja compativel
ao doador a nivel de MHC, disparidades de miHas levardo ao desenvolvimento

da doenca.
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O modelo, com disparidade de MHC, mais utilizado para o estudo da aGVHD
é o transplante de doadores C57BL/6j (H2D") para BALB-c (H2D?) receptores,
cujo regime de condicionamento inclui doses distanciadas de radiacdo de
aproximadamente 9Gy. Estes animais irradiados recebem, entdo, células de
medula éssea e esplendcitos irradiados (Schroeder et al.,, 2011). Entretanto,
modelos envolvendo uso de linhagens transgénicas com MHC mutante ou cuja
inducdo envolve o transplante seletivo de linfocitos CD4+ ou CD8+ tem-se
tornado mais comuns, no intuito de estudar diferentes mecanismos que podem
influenciar no desenvolvimento e grau da GVHD.

Por fim, € importante observar que, além dos modelos de transplante murino,
existem também modelos xenogénicos. Neste tipo de modelo, sao
transplantadas células humanas para camundongos, no intuito de estudar
aGVHD mediada por células T humanas in vivo. O principal desafio deste
modelo €, entretanto, o baixo grau de quimerismo obtido devido a alta
disparidade entre doador e receptor (van Rijn et al., 2003). Atualmente o modelo
xenogénico mais utilizado envolve o transplante de células humanas
mononucleares de sangue periférico, que levam o animal a desenvolver uma
sindrome similar & aGVHD, levando ao aumento de infiltrado de células T na
pele, figado, intestinos, pulmdes e rins dos animais receptores (Ito et al., 2009).

Estes protocolos vém, também, servindo como base para a busca de novos
farmacos com potencial profilatico e terapéutico contra a GVHD, como a
Evasina-1, proteina ligante de quimiocinas, que se liga com alta afinidade a
CCL3, reduzindo a resposta inflamatéria nos 6rgaos alvo do hospedeiro (Castor
et al., 2010) e, mais recentemente, o Abatacept um modulador da co-
estimulacdo, que atua sobre a célula T, inibindo principalmente a ligacdo entre a
molécula co-estimulatoria CD28 das células T com a B7 das células
apresentadoras de antigenos, reduzindo sua ativacéo e, consequentemente, sua

funcao efetora contra os tecidos do hospedeiro (Chaudhuryet.al.,2018).
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1.3. Sistema canabinoidérgico

O sistema canabinoidérgico é composto pelos receptores canabinoides,
canabinoides enddgenos e as enzimas responsaveis por sua producdo e
degradacdo. Desta forma, canabinoides induzem seus efeitos bioldgicos através
da interacdo com receptores especificos (CB), receptor canabindide 1 (CB,),
presente em grandes proporc¢des nos tecidos nervosos sendo um dos GPCRs
mais abundantes no cérebro (Sharkey et al., 2016); e receptor canabindide 2
(CB,), majoritariamente expresso em células do sistema imune (Adams et al.,
2018). Além de estes receptores estarem constitutivamente presentes em
abundancia no sistema imune, nos érgaos linfoides e células imunes (Galiegue
e cols., 1995, Cabral e Griffin-Thomas, 2009), podem também ser induzidos em
processos inflamatorios (Massi e cols., 2006; Tanasescu e Constantinescu,
2010; Burstein e Zurier, 2009). Os receptores CB; e CB; do sistema
endocanabindide sdo acoplados a proteina G, especificamente a familia Gi
(KLEIN, 2005), cujos principais efeitos s&o a inibicdo da adenilato ciclase, a
menor formacdo de AMPc e consequentemente a menor ativacao de proteinas
guinases (RANG et al., 2011). A ativacdo da proteina Gi leva a modulacao de
diversos fatores de transcricdo que possuem papel importante na ativagéo e
proliferacdo celular, na inflamacé&o, apoptose, resposta imunitaria (RANG et al.,
2011).

Os principais agonistas dos receptores CBs sdo denominados canabinoides,
gue sdo moléculas lipidicas, podendo ser de origem sintética, endégena ou
natural. Dentre os canabinoides de origem enddgena, ou Endocanabinoides,
destacam-se  Palmitoiletanolamida, Anandamida, 2-araquinoil-glicerol e
Oleoiletanolamina, sendo moléculas naturalmente produzidas pelo organismo e
importantes na regulagcédo de fung¢des biologicas, como processos inflamatérios.
Os endocanabinoides derivam de duas grandes classes de lipideos, as N-
acetiletanolaminas (NAEs) e os 2-acilglicerois (2AcGs), de forma que, seus
principais representantes sao, respectivamente, Anandamida e 2AG (Greig et
al.,, 2016; Di Marzo, 2018). Os 2AcGs sao sintetizados por meio da acgao
sequencial da fosfolipase C (PLCs) em fosfolipides, através de enzimas Sn-1-
diacilglicerol o/p-lipase (DGLo/B) (HSU et al., 2013; Appiah et al., 2014,

Baggelaar et al., 2015). Em contraste, NAEs sao derivados do processamento
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de N-acilfosfatiletanolaminas (NAPES), principalmente pela NAPE-fosfolipade D
ou NAPE-PLD (Bisogno et al., 2013; Janssen, 2016; Wilkerson et al., 2016).

Em relacdo as reacdes de catabolismo, existe também diferenca entre estas
classes, de forma que, grande parte dos NAEs € hidrolisada pela amida
hidrolase de acidos graxos (FAAH), sendo degradado em etanolamina e acido
araquidonico (Cravatt et al., 1996). Porquanto, a hidrélise dos 2AcGS é realizada
principalmente pela monoacilglicerol lipase (MAGL), sendo degradados em &cido
araquiddnico e glicerol (LABAR, et al., 2010). Os endocanabinoides também
podem ser catabolizados por oxidacdo através da cascata do acido
araquidonico, que inclui COX-2 (Kozak et al., 2004), lipoxigenases (Ueda et al.,
1995) e oxidases do citocromo P450 (Snider et al., 2010). E importante ressaltar
gue estas enzimas também podem estar relacionadas a metabolizacdo de
moléculas exdégenas, como os fitocanabinoides (Bih et al., 2015). Os
Fitocanabinoides sdo oriundos da planta Cannabis sativa, dentre os quais se
destacam A9THC, Canabinol e Canabidiol (Figura 2). A Cannabis sativa, tem
sua utilizacdo descrita desde 2737 a.C., sendo prescrita pelo imperador Shen-
Nung para tratamento de diversas patologias, dentre elas doencas autoimunes e
inflamatérias (Bloomquist, 1968; Guy e cols., 2004).

De uma maneira geral canabindides podem agir como moduladores do
sistema imune (Adams et al., 2018). Seus principais efeitos estédo relacionados
com inibicdo da proliferacéo, ativacdo e potencial citotoxico de células T CD8+
(Fisher-Stenger e cols., 1992). Inibicdo da diferenciacdo de células T CD4+ em
Thl e estimulacéo da diferenciacdo em Th2, com aumento da producéo de IL-
10 e TGF-B (Croxford e Yamamura, 2005; Ehrhart e cols., 2005). Supressao da
liberacdo de diversas citocinas pré-inflamatérias como IL1-8, IL-2, IL-6, IL-12, IL-
8, IFN-y e TNF-a (Cabral e cols., 1995; Berdyshev e cols., 2001; Croxford e
Yamamura, 2005). E, finamente inibicdo da ativacdo, migracdo e acumulo de
macréfagos e neutréfilos nos sitios inflamatérios (Rarborn e cols., 2008;
Sacerdote e cols., 2005; Deusch e cols., 2003). Dessa forma, devido ao seu
potencial anti-inflamatério, canabinoides jA vem sendo utilizados no tratamento
de diversas patologias, como Glaucoma (Tomida et al.,2004), Colite (Salaga et
al., 2014), esclerose multipla (Rachimi et al., 2015), doengas cardiovasculares
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(Mendizabal & Adler-Graschinsky, 2003) e até mesmo no controle de dores

agudas e cronicas (Klein, 2005; Mechoulam e cols., 2002).
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Figura 2. Formulas quimicas dos principais canabinoides com potencial anti-inflamatdrio, j& descrito.
As moléculas encontram-se separadas entre fitocanabinoides derivados da Cannabis sativa e
canabinoides enddgenos, ou endocanabinoides. Adaptado de Burstein (2015) e Guzman (2003).
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1.3.1. Canabidiol

Dentre os fitocanabinoides mais proeminentes destaca-se o canabidiol (CBD
- C21H300,). Esta molécula foi inicialmente isolada por Roger Adams em 1940 e
que constitui cerca de 40% da Cannabis sativa. O CBD apresenta efeitos
imunomodulatérios, auséncia de efeitos psicoativos e esta sendo bem tolerado
por humanos e por animais em experimentacdo, mesmo que por periodos
prolongados (Yeshurun et al., 2015; Jones et al., 2012). A administracado de CBD
resulta na atenuacdo da resposta inflamatoria em diversas patologias em
modelos animais, como esclerose multipla (Kozela et al.,, 2011), artrite
reumatdide (Malfait et al.,2000), doenca inflamatéria intestinal (Schicho et al.,
2012), colite (Borrelli et al., 2009) e diabetes mellitus (Weiss et al., 2006).

O CBD ¢é uma molécula altamente lipidica que é, principalmente,
metabolizado no figado por enzimas da familia dos citocromos P450 (Bih et al.,
2015) e seus metabdlitos sé@o eliminados principalmente na urina (Ujvary, 2016).
Ap6s sua administracdo, o CBD se difunde rapidamente pelos tecidos e
apresenta uma meia-vida de eliminacéo terminal que ultrapassa 24h (Fine et al.,
2013).

Os efeitos de CBD séao provavelmente mediados por interagcdes com células
T, inibicdo da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, INF-y, IL-1b, IL-6,
e IL-17) e estimulacédo de producédo de citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-5, IL-
10, e IL-13) (Malfait et al.,2000). Ao contrario de diversos outros canabinoides
como o A9-THC e os endocanabinoides, CBD apresenta baixa atividade nos
receptores canabinoides (Schicho et al., 2012). Apesar de evidéncias de que o
CBD interage como agonista dos receptores TRPV1, 5-HT1A, PPARy, A2A e
como antagonista de GPR55, ainda n&o existe consenso acerca de qual o
mecanismo principal de acdo deste canabinoide na regulacdo do processo
inflamatorio de forma geral (Crippa et al.,2010; Irving et al.,2017; Pernoncini et
al., 2018; Carrier et al.,2006; Burstein et al., 2015).

Desta forma, esperamos que o CBD, possa modular a resposta inflamatoéria
ocasionada pela doenca do enxerto-contra-hospedeiro, reduzindo a mortalidade
dos camundongos submetidos a GVHD e, portanto, sendo utilizado como

tratamento profilatico contra GVHD.
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2. JUSTIFICATIVA

O transplante de medula 6ssea é a Unica terapia curativa para uma série de
doencas hematoldgicas, algumas deficiéncias imunes e no tratamento de alguns
tipos de cancer. Entretanto, o sucesso desta terapia muitas vezes ndo €
alcancado devido a ocorréncia de uma doenca secundaria conhecida como
doenca do enxerto-contra-hospedeiro (DECH) ou graft-versus-host disease
(GVHD) (Ferrara e cols., 2009). Esta € uma doenca sistémica que evolui
rapidamente, caracterizada por resposta inflamatéria exacerbada e lesdo
tecidual em varios 6rgdos como intestino, pele, figado e pulméo (Ferrara e cols.,
2005; 2006; 2009), levando a significante morbidade e mortalidade em humanos
(Blazar, 2012). Atualmente, os tratamentos disponiveis falham em gerar
equilibrio entre a inflamacdo sistémica generalizada e a imunossupressao,
levando o paciente a um estado de susceptibilidade a outras doencas que
podem agravar seu estado. Nesse contexto, terapias baseadas em
canabinoides, preferencialmente utilizando aqueles que n&o possuem efeito
psicoativo, apresentam grande potencial para uso em doencgas que apresentam
uma resposta inflamatéria exacerbada e/ou crénica. Desta forma, o Canabidiol,
principal constituinte n&o psicoativo da Cannabis sativa, poderia ser usado no
manejo da GVHD.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar o efeito do uso de Canabidiol e os seus mecanismos de acao no sob

a resposta inflamatdria associada a doenca do enxerto-contra-hospedeiro,
induzida em camundongos.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito do Canabidiol na sobrevida e na evolucdo da doenca em
camundongos.

e Avaliar o efeito do Canabidiol na resposta inflamatéria associada a doenca.
Foram avaliados os seguintes parametros:
o Aspectos histopatolégicos no intestino e figado;
o Niveis das citocinas e quimiocinas envolvidas na GVHD aguda,;
o Recrutamento, acumulo e ativagdo de células inflamatérias para o
principal érgdo alvo da doenca, érgdos alvo e linfoides;
o Eventos vasculares de rolamento e adesdo de células inflamatérias no

intestino.

e Avaliar o efeito do Canabidiol na resposta do enxerto-contra-tumor (graft versus
leukemia - GVL).

Avaliar a participacdo dos receptores canabinoides (CB; e CB;) no efeito do
Canabidiol na GVHD.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos de sete a oito semanas de vida, isogénicos,
das linhagens C57BL/6j, C57BL/6j-GFP* e Balb-c, machos, advindos do
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais
foram acondicionados em estante ventilada (Alesco® ES2), em sala com
controle de temperatura (22°C + 2°C) e ciclo claro-escuro (7am-7pm). Todos
0S animais tinham acesso livre a agua e racdo (ad libitum). Todos os
procedimentos experimentais realizados no decorrer deste trabalho foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG) através do protocolo 337/2014.

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

Os camundongos receptores, Balb-c, sofreram ablacdo total da medula
através de duas doses de 3,5Gy de radiacdo gama, fonte de Co-60.
Imediatamente apds a segunda dose de irradiagdo, os animais receberam
3x10’ esplendcitos e 1x10’ de medula i.v.. O grupo controle recebeu células
de Balb-c, ou seja, transplante singénico, nao desenvolvendo GVHD;
porquanto o grupo GVHD recebeu células de C57BI-6j, ou seja, transplante
alogénico, e veio a desenvolver a doenca (Figura 3).

Os esplendcitos foram adquiridos através de um “pool” de células de baco.
E entdo, os bacos dos animais doadores foram retirados, macerados e
filtrados em um filtro Cell Strainer Falcon® de nylon (70um) e mantidos em
RPMI-1640 Cultilab® gelado. As células resultantes foram centrifugadas a
1200 rpm por 5 minutos. Apés a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado
e 0 pellet remanescente foi ressuspendido em 10mL de meio RPMI-1640.
Destes 10ml, 10uL foram retirados e ressuspendidos em 900uL de RPMI-1640
e desta solucao foram pipetados 50uL que foram homogeneizados com 50puL
de azul de Tripan. ApoOs esta diluicdo, as células foram contadas em camara

de Neubauer. Esta contagem foi realizada a fim de verificar a viabilidade
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celular e ajustar o numero de células viaveis que seriam injetadas no animal

receptor.

Doadores

1x107 células de medula
3x107 esplendcitos

) 7
RN
_ N
= % P d e

.\ B ——

BALB-c ;éc;eptores
Irradiados com 7Gy

C57BL/6j

Figura 3. Inducdo da GVHD. Camundongos Balb-c receberam células de camundongos doadores
Balb-c ou C57BL/6j, para os grupos Controle e GVHD, respectivamente. Imagens modificadas de
MindTheGraph®.

4.3. Grupos experimentais

Os animais foram divididos com numero amostral de cinco animais por
grupo. Desta forma, o grupo controle foi composto por animais que receberam
transplante singénico, ou seja, transplante de Balb-c para Balb-c. Este grupo
foi utilizado como controle de irradiacdo, garantindo que a mortalidade foi
causada pela GVHD e nao pelo regime de condicionamento. O grupo veiculo
foi composto por animais que receberam transplante alogénico de
C57BL/6jpara Balb-c, assim como o grupo CBD, diferindo apenas em relagao

ao tratamento conforme descrito adiante.
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4.4. Tratamentos utilizados

Os animais com GVHD foram divididos primariamente entre 0S grupos
tratados com Canabidiol (CBD) na dose de 30mg/Kg e seu respectivo veiculo
5% Tween80 em PBS-1x estéril. O CBD utilizado apresenta 89% de pureza,
com 11% de A9THC remanescente (THC-Pharm, Frankfurt, Germany, e STI-
Pharm, Brentwood, UK). E importante ressaltar que foram realizados
experimentos em triplicata para averiguar a melhor dose de Canabidiol a ser
utilizada no tratamento dos animais. Com base em artigos que investigaram o
efeito de CBD em outros modelos inflamatorios, foram escolhidas as doses de
10 mg/kg e 30mg/kg para um estudo piloto de avaliacdo de sobrevida (Vilela,
2015; Pagano, 2016; Callejas, 2018).

Para a avaliacdo do papel dos receptores CB; e CB, no mecanismo de
acdo do CBD os animais foram tratados com AM251(1mg/Kg) ou AM630
(Img/Kg) ambos da marca Tocris®. O grupo veiculo destes antagonistas foi
composto por camundongos que receberam 2,5% DMSO em PBS-1x estéril.

Todos os tratamentos foram realizados via i.p. diariamente, de forma que
0S grupos que receberam antagonistas somente foram tratados com CBD uma

hora apds a administracdo do antagonista (Figura 4).

Administracao

do antagonista
Administracdaode

C 7 CBD 30mg/kg
Tempo S .
zero :

’ 1 hora apdés a administracdo

do antagonista

30min
1 1
T 1

Figura 4. Tratamentos com antagonistas e posteriormente com CBD. Os animais receberam
injecdo intraperitonial de antagonista CB; ou CB, e, apds uma hora, receberam uma segunda
injecdo com o canabinoide de interesse. Imagem modificada de MindTheGraph®.
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4.5. Avaliacdo de parametros clinicos

Ap0s a indugdo da GVHD, foi realizado acompanhamento da evolug&o dos
sinais clinicos dos animais, a cada dois dias, através de uma escala clinica
(Colson et al., 2004; Cooke, et al., 1998; Rezende et al., 2013; Bernardes et
al., 2015), cuja pontuacédo varia de 0 a 14 (Figura 5). A escala permite avaliar a
variacdo de peso corporal, o aspecto do pelo, descamacgéo da pele, atividade
do camundongo, postura e flexdo corporal, presenca de diarreia, bem como

presenca de sangue nas fezes.

Parametro Pontuag¢ao (Score)
> 0: normal/ 1: perda até de 10% do peso corporal/ 1.,5:
€S0
perda de até 15%/ 2: perda acima de 15%
Postura 0: normal/ 1: inclinagdo leve/ 2: inclinacdo grave
0: normal/ 1: alteracdo da atividade/
Atividade

2: letargia grave

Textura do pelo ) )
) 0: auséncia/ 1: leve/ 2: intenso
(pelo arrepiado)

0: sem alteragdes/ 1: descamagdo da pele e perda de
Integridade da pele | pelo/ 2 descamagdes da pele, perda de pelo, eritema ou ferida

aberta

Sangue visivel _ o
(): auséncia/ 2: presenca

nasfezes
Fezes 0: branda/ 1: pastosa/ 2: liquida
Score maximo 14 pontos

Figura 5. Escala clinica. A escala, ou score clinico, avalia a progressdo e manifestacdo da
inflamacéo desencadeada pela GVHD.

Os parametros da escala clinica foram avaliados do dia da inducédo da
GVHD até o dia da eutanasia, de forma que, em experimentos de sobrevida 0s
animais foram acompanhados até que o grupo veiculo, de cada tratamento,

completasse a mortalidade.
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4.6. Analise Histologica

Ao sétimo dia apo6s a indugdo da GVHD, foi realizada a eutanasia dos
animais. Apos a eutanasia foram coletadas por¢des de jejuno-ileo e figado dos
animais veiculo, CBD e controle. Os intestinos foram removidos por completo,
lavados com PBS-1x para remocao do conteudo intestinal. Foi entdo separada
a porcdo correspondente ao jejuno e ileo, sendo esta aberta de forma
longitudinal e espiralada, conforme descrito por Arantes & Nogueira (1997).
Estas espirais (Figura 6) foram entdo acondicionadas em cassetes de plastico
e conservadas em PFA 10% por 24 horas e, em seguida, transferidas para
alcool 70%. O processamento das amostras se deu através de desidratacéo
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 diafanizacdo 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 obtencédo 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 concentracéo
decrescente previamente descrita de alcool). As laminas foram, entdo, coradas
com hematoxilina-eosina para posterior analise histopatolégica. As amostras
de figado foram acondicionadas em PFA 10% e processadas conforme acima

descrito.

Figura 6. Lamina de Jejuno-ileo. Exemplo de tecido em formato de
rocambole.
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4.6.1. Avaliacao dos parametros histopatolégicos

A partir das seccdes de Jejuno-ileo corados em H&E, foram analisadas as

seguintes regides: epitélio, lamina prépria, camada muscular e serosa. Nas

seccOes de figado, foram analisados os I6bulos hepéaticos, veias centro-

lobulares e espaco porta, considerando aspectos do parénquima e do estroma

do 6rgdo. Ambas as andlises foram realizadas por microscopia 6ptica nos

aumentos de 10x, 20x e 40x. A andlise foi realizada através de teste cego, por

uma patologista, que atribuiu valores as alteracdes observadas nos tecidos, de

acordo com os critérios apresentados nas tabelas abaixo (Figuras 7 e 8).

Avaliacao histopatolégica de Jejuno-ileo

Critérios avaliados no Jejuno-ileo

Epitélio

Lamina Propria

Camada Muscular e Serosa

0 Sem alteragoes
perceptiveis.

Aspecto normal.

Sem alteragbes perceptiveis.

1 | Alteragdes reacionais
discretas.

Hiperemia e edema discretos
associados a infiltrado discreto
de células mononucleares.

Infiltrado discreto de células
mononucleares e edema na
camada serosa.

Alteracdes/perda da
2 arquitetura das criptas

Hiperemia e edema
moderados associados a
infiltrado moderado de células

Infiltrado moderado e focal de
células mononucleares em ambas

e epitélio. as camadas.
mononucleares.
AlteracOes Intensa hiperemia e edema Infiltrado intenso de células
3 proliferativas associados a intenso infiltrado mononucleares associada a
nucleares e inflamatorio e alargamento das alterag6es inflamatorias em
hiperplasia. vilosidades. ambas as camadas.

Figura 7. Critérios utilizados para avaliacéo histopatolégica de sec¢des de Jejuno-ileo. Observam-
se parametros utilizados para embasar a analise comparativa epitélio, Iamina propria e camadas
muscular e serosa no jejuno-ileo.

Ao término da avaliagdo foi realizado somatdrio das notas para as trés

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

que, ao receber pontuacédo de 0-3 era considerada normal ou com alteracdes

discretas; 4-6 alterac6es moderadas; 7-9 alteracdes intensas.
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Avaliacao histopatolégica de Figado

Critérios avaliados no Figado

Parénquima Infiltrado inflamatdrio

0 Sem alteracOes perceptiveis. Ausente ou raro.

AlteragOes discretas com focos de . . » )
1 . . o Infiltrado discreto na regiao periportal.
vacuolizagdo citoplasmatica e eosinofilia.

Alterac6es na morfologia celular, Infiltrado discreto ou moderado na regido
vacuolizacdo difusa, altera¢des nucleares. periportal e intralobular.

Morte hepatocitaria, vacuolizacdo difusa,
3 alteragdes morfolégicas celulares e
mudancas na conformacao no nucleo.

Infiltrado acentuado nas areas periportal e
intralobular.

Figura 8. Critérios utilizados para avaliacdo histopatolégica de seccdes de Figado. Observam-se
0s parametros utilizados para embasar a andlise comparativa de parénquima e infiltrado
inflamatério no figado.

Os animais receberam graduacgdes geradas pelo somatoério destes critérios,
chegando ao maximo de 6 pontos. Esta metodologia ja esta bem estabelecida
e € amplamente utilizada, como nos trabalhos de Williams et.al. (2007); Garcia
et.al, (2013); Canesso et.al. (2014).
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4.7. Quantificacdo de citocinas e quimiocinas

Ao sétimo dia apods a indugédo da GVHD, os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical e foram coletados o intestino e o figado. Os niveis
de citocinas e quimiocinas foram aferidos nos homogenatos destes 6rgaos
através do ensaio de Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Para
obtencdo do homogenato de intestino, 100mg foram coletados da porgéo
correspondente ao jejuno-ileo. Esta amostra foi homogeneizada em tampéo 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 solucao 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
instrucdes 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 padréao (Figura 9),
sendo que a concentragdo do primeiro ponto foi determinada pelo fabricante
da quimiocina/citocina. Foram avalias as quimiocinas CCL2, CCL3, CCLS5,
TNFa, IFNy, e IL-17.

CURWA PADRAD
250 |.1L 250pul  250upL 250l 250 pL 250 pL

@W@

12 ponto BT 4 58 gE 7o

Figura 9. Curva Padréo para ELISA. Exemplo de diluicdo seriada utilizada para obtencédo da curva
padrdo, sendo esta a base para a leitura no espectofotémetro.
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4.8. Analise de recrutamento celular

A fim de averiguar a agao dos tratamentos utilizados sob o recrutamento
celular, foi utilizado um animal C57BL/6j-GFP* como doador de células para os
animais Balb-c receptores. Ao sétimo dia pés-inducdo da GVHD os animais
foram anestesiados através de injecao i.p. de 80ul de quetamina-xilazina em
salina (2:1). O tratamento com CBD (30mg/Kg) foi realizado somente 30
minutos antes do procedimento cirargico. O grupo veiculo recebeu 5%
Tween80 também com 30 minutos de antecedéncia ao procedimento (Figura
10). O animal anestesiado foi posicionado em uma placa aquecida a 37°C. O
mesentério foi cuidadosamente exposto através de uma incisao 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 protecdo do 6rgdo, o mesentério foi recoberto por papel filtro
umedecido com PBS-1x. Foi utilizada a objetiva de 20x de um microscopio
intravital confocal (Nikon, ECLIPSE 50i, 20x objective lens) para exame da
microvasculatura mesentérica e intestinal. As imagens foram visualizadas
através da camera acoplada ao microscopio e registradas para andlise
posterior no programa Fiji-imageJ com o plugin NIS Elements-Nikon. O
namero de células em rolamento ou aderentes em vénulas foi determinado
apos analise “cega” dos registros. Células em rolamento foram definidas como
aguelas que se moviam aquém a velocidade das demais, especialmente em
relagdo aos eritrocitos. Esta andlise foi realizada por 1 minuto e em vénulas de
40-60um de espessura (Figura 11). Por sua vez, células foram consideradas
aderentes quando permaneceram em um mesmo ponto do vaso por mais de
30 segundos, seguindo 0os mesmos parametros de tamanho, ja descritos, e em

um comprimento de 100pm.
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| Dia 0 — Indugdo da GVHD

’ 9 @y -

CSTBL-6 /

Dia 7 — Andlise de
recrutamento celular

b
~ -

Tratamento 30min
antesdo procedimento

o
' Balb-c

Irradiado 7Gy
+ Transplante

l Parte Transparente

Anestesia

Figura 10. Procedimento para analise de recrutamento celular. Ao sétimo dia apés a inducdo da
GVHD, os animais foram tratados com Canabidiol ou veiculo trinta minutos antes do
procedimento. Imediatamente antes do procedimento o animal foi anestesiado e seu mesentério
exposto para visualizagdo das vénulas mesentéricas. Imagens modificadas de MindTheGraph®.

100pum

Figura 11. Vénula com células GFP+. A figura exemplifica o tipo de vaso utilizado na analise. (A)
Célula em rolamento. (B) Célula aderida. Imagens modificadas de MindTheGraph®.
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4.9. Resposta do enxerto-contra-o-tumor (Graft-versus-lekemia - GVL)

Para inducéo tumoral, utilizamos uma linhagem de mastocitoma murino
P815 (H-2d, American Type Culture Collection, Rockville, MD), transduzida
com vetor EF1aGFP, cedida por A.C.Leal e M. Bonamino (Instituto Nacional
de Cancer, Rio de Janeiro). A GVHD foi induzida segundo o mesmo protocolo
inicialmente descrito e as células P815-GFP* foram injetadas via intravenosa
no mesmo dia do transplante, nos camundongos Balb-c, na concentracao de
5x10* células. Ap6s sete dias os animais foram eutanasiados e a
concentracdo de células P815-GFP"* nos linfonodos mesentéricos e iguinais
(que foram utilizados em conjunto para gerar um pool de células) e no baco
foram avaliadas por citometria de fluxo (FACS-Scalibur). Esta concentragao foi
considerada como parametro de avaliacdo da poténcia do efeito do enxerto-

contra-tumor.
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4.10.Citometria de Fluxo

Os animais foram eutanasiados sete dias apés a indu¢édo da GVHD e foram
coletados intestinos, baco, figado e medula. O protocolo para obtencdo de
células de baco compreendeu as seguintes etapas: as amostras foram
maceradas e mantidas em RPMI enriquecido com 10% de soro fetal bovino
(SFB), seguido de centrifugacdo a 1200rpm por 5 minutos a 4°C. As amostras
foram entdo tratadas com ACK por cinco minutos, para remocdo de hemacias.
Em seguida as amostras foram ressuspendidas em PBS-1x, recentrifugadas e
entdo ressuspendidas em 1mL de RPMI enriquecido com SFB. As células
vidveis foram entdo contadas em cémara de Neubauer, marcadas com
anticorpos fluorescentes e a amostra foi diluida em FacsBuffer para leitura. Em
se tratando do isolamento das células do intestino, a porcao relativa ao jejuno-
ileo foi retirada e lavada com PBS para remoc¢do do conteudo intestinal. O
tecido foi entdo cortado em pequenos pedacos e colocado em um Falcon
contendo uma solucéo de PBS+5mM EDTA+10mM Hepes sendo alocadas por
20 minutos no homogeneizador de solucdes (PhoenixLuferco®). Apds este
periodo a amostra foi centrifugada a 1500RPM/57/20°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
recentrifugado e o sobrenadante descartado. O pellet foi entdo lavado duas
vezes com RPMI e centrifugado 1200RPM/10°/20°C, o sobrenadante foi
novamente descartado e o pellet foi ressuspendido em uma solugédo de 9mg
de Colagenase Tipo IV Sigma-Aldrich® em 10ml de meio RPMI, sendo mantida
por 90 minutos no homogeneizador de solugdes. A solucdo resultante foi
filtrada em membrana cell strainer Falcon® de nylon (70um) para remocéo 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/10°/20°C e o pellet foi ressupendido em 1ml de meio
RPMI para contagem na camara de Neubauer conforme descri¢ao prévia.

Para a marcacéo de superficie celular (CD3", CD4", CD8" e CD28") com 0s
anticorpos, foram adicionados 20pl 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
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minutos e entdo lavadas individualmente com 200ul de PBS1x 4°C e
centrifugadas a 2000RPM/57/4°C. Em seguida foram ressuspendidas em 300pl
de Facs Buffer.

Apés a marcacdo de superficie celular, foi realizada a marcacao
intracelular, para tanto, as amostras foram ressuspendidas em 200ul de formol
2% e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Este passo foi
realizado para que a primeira marcacdo pudesse ser fixada. Em seguida as
amostras foram centrifugadas a 2000RPM/5°/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 entdo centrifugadas a 2000RPM/5/4°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/57/4°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 solugdo de EGTA 2,4M (em
450mL de H20 + 1,42M NaCl + 67mM KCI + 100mM Hepes) sendo entao
colocadas em um homogeneizador de solucdes (PhoenixLuferco®) por 10
minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 1200RPM/57/4°C,
sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido na mesma solucédo de
EGTA 2,4M sendo novamente centrifugadas a 1200RPM/5°/4°C, sobrenadante
descartado e entéo ressuspendidas em uma solucéo de albumina 0,5% (junto
a NaCl 67mM; KCI 6,7mM; Hepes 100mM; em H20). Em seguidas as células
foram marcadas através do protocolo de marcacdo de superficie celular e
intracelular j& descrito. A medula somente foi utilizada para marcacdo de H2D
e H2D¢ para avaliacdo de quimerizagao, sendo estes haplotipos de MHC de
C57BL/6] e Balb-c, respectivamente. Para tanto, as células foram obtidas
através da lavagem de fémurs dos camundongos, sete dias apds a inducdao,
em seguida, foi utilizado o protocolo de marcacdo de superficie celular ja

descrito.

44



Os dados obtidos pelo leitor FacsScalibur® foram analisadas através do
programa FlowJo® versdo 10, sendo que cada marcador foi analisado
conforme seu respectivo data sheet ou com base em analises ja estabelecidas
na literatura (Rezende, 2017; Weber, 2014; Barbesti, 2005; Adan, 2017).
Foram analisados os marcadores para linfécitos T CD3, com subpopulacdes
CD4 e CD8; marcador de ativacao celular CD28; e, finalmente, marcador de

linfocitos T-reguladores FoxP3".
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4.11. Andlise estatistica

Todos os dados foram primeiramente analisados pelo teste de Shapiro-Wilk
para averiguar se os dados seguiam distribuicdo normal, de forma que este
teste foi utilizado como indicativo para a posterior utilizacdo de um teste
paramétrico ou nao-paramétrico. Caso a amostra se apresentasse com
distribuicdo normal foi realizado o teste de Grubb’s (alpha = 0,05) para
remocao de possiveis outliers. Em seguida foi realizado o teste de mudltiplas
comparacgdes por one-way Anova para verificar a existéncia de diferengas
estatisticas entre os grupos, caso o valor de F fosse significativo (P<0,05), foi
realizado Teste post-hoc LSD de Fisher, para o teste de mudltiplas
comparagdes. As amostras foram consideradas diferentes para P<0,05 entre
0S grupos.

Caso o teste de normalidade apontasse para uma amostra com distribuicao
nao-gaussiana para 33% ou mais grupos, foi realizado o teste de multiplas
comparacdes Kruskal-Wallis, ndo sendo corrigidas por pos-teste (andlise de
Dunn). As amostras foram consideradas diferentes para P<0,05. Os resultados
foram expressos em graficos de dispersdo contendo mediana. Todas as

anélises foram realizadas através do programa GraphPadPrism® vers&o 7.0.
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5.

Resultados

5.1. Efeito do CBD sobre a quimerizacdo apés o transplante.

Amostras de medula coletadas dos animais ao sétimo dia apés a inducéo
da GVHD revelaram a porcentagem de quimerizagcdo dos animais em relagao
ao MHC H2D" para animais C57BL/6j e H2D¢ para animais Balb-c (Figura 12 -
A). Desta forma, a quimerizacdo revelou-se como sendo de 75% para o grupo
tratado com veiculo e aproximadamente 69% para o grupo tratado com
Canabidiol (30mg/kg) (Figura 12 - B e C), revelando nao haver diferenca entre
os grupos (Figura 13). Desta forma, pode-se constatar que o Canabidiol ndo
interfere no processo de quimerizacdo do hospedeiro, permitindo que haja
reconstituicio da medula enxertada. Deve-se observar que a reconstituicao

ndo é completa, tornando os animais verdadeiras quimeras.

m

Medula de Transplante de células
g " = de medula e baco
Animais Naive De C57BL-6j para Balb-c

,/_,_',Z—j: A\
A A0
Veiculo - % hibridizagao CBD - % hibridizacao
3 74.19% H2B [ 68.86% H2B
Hl 25.81% H2D Bl 31.14% H2D
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Figura 12. Porcentagem de quimerizagdo de animais tratados com veiculo e animais tratados com
Canabidiol. (A) Modelo de inducéo, sinalizando que MHC H2D" pertence ao animal C57BL/6je que
H2D° pertence ao animal Balb-c. Modificado de MindTheGraph®. (B) Gréfico demonstrando a
porcentagem de hibridizacao. (C) Andlise de citometria de fluxo, com as marca¢6es de MHC.
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Figura 13. Detalhamento da andlise estatistica para quimerizagdo. Esta andlise revela ndo haver
diferenca significativa entre os grupos (P>0,05), os dados estdo expressos em dispersdo com
mediana.

5.2. Efeito do CBD na sobrevida de camundongos com GVHD

Foram avaliadas as doses de 10mg/Kg e 30mg/Kg conforme previamente
descrito. Com base no aumento de sobrevida optamos pela utilizacdo da dose
de 30mg/kg nos experimentos que seguem. Desta forma, CBD gerou um
aumento de 80% na sobrevida enquanto o grupo veiculo teve sua mortalidade
completa ao 17° dia apds a indugéo da GVHD (Figura 14).
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Figura 14. Curva de sobrevida. Mortalidade dos grupos controle tratados com CBD diariamene nas
doses de 10mg e 30mg/Kg (n=5). *P<0.05 comparado com controle e #P<0.05 comparado com
veiculo

5.3. Efeito do CBD na evolugéo clinica de camundongos com GVHD

A escala clinica e a variacdo de peso sado fatores que influenciam
diretamente a sobrevida dos animais e, portanto, foram avaliados para a dose
de 30mg/kg de CBD. Apesar do aumento excepcional em relacao a sobrevida,
CBD teve melhora sutil tanto na observacdo de parametros clinicos quanto na

perda de peso causada pela GVHD (Figura 15).
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Figura 15. Avaliagdo dos parametros clinicos dos animais. (A) Escala clinica; (B) Variagdo de
Peso. (n=5). *P<0.05 comparado com controle e #P<0.05 comparado com veiculo. T+ simboliza
gue o grupo alcancou mortalidade total neste dia, os dados estdo expressos em média e erro
padrdo da média para cada grupo por dia avaliado.

A fim de compreender os mecanismos de pelos quais CBD levou a reducéo
da mortalidade, os principais 6rgaos alvo da GVHD foram coletados ao sétimo

dia apés a inducéo da doenca para as analises que se seguem.
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5.4. Efeito do CBD sobre aleséo intestinal e hepatica em camundongos
com GVHD

As amostras do JI e figado dos animais controles ndo apresentaram
alteracdes histopatoldgicas (Fig. 16). Os animais veiculo apresentaram
destruicdo parcial do epitélio de revestimento e das criptas intestinais
associados a hiperemia e edema da |amina propria e infiltracdo de células
mononucleares nas camadas mucosa, muscular e serosa. Além disso, foram
observados focos de vacuolizagcéo citoplasméatica dos hepatocitos e infiltracéo
periportal e intralobular de células mononucleares. Os animais CBD
apresentaram lesdes intestinais e hepaticas menos intensas. A avaliagdo do
escore histopatoldgico (Fig. 17) mostrou aumento significativo das lesées no Jl
e no figado nos animais veiculo, comparados com o0s animais controles. Em
concordancia com o aumento de sobrevida, CBD reduziu os danos ao figado e
ao jejuno ileo dos animais tratados (Figuras 16 e 17), sendo significativamente
diferente do grupo tratado com veiculo, mas também diferente do grupo
controle. Este resultado demonstra que, apesar de reduzir os danos teciduais
causados pela doenca, CBD nao é capaz de extinguir o processo inflamatério

por completo.
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Figura 16. Fotomicroscopia do jejuno-ileo (A-C) e do figado (D-F) de animais do grupo controle
com aspecto histolégico normal (A;D); do grupo tratado com veiculo mostrando edema
(asteriscos), aumento da celularidade caracterizada pela infiltracdo de células inflamatorias
mononucleares (setas) e focos de destruicdo das criptas intestinais (circulos pontilhados) (B).
Observa-se infiltrado inflamatdrio nas areas periportal e intralobular (asteriscos) (E) e do grupo
tratado com CBD com altera¢8es histopatoldgicas menos intensas (F). Escala: 50 ym para todas

as fotos.
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Figura 17. Andlise estatistica dos danos de histopatologia. (A) Andlise estatistica do score
histolégico de cortes de Jejuno-ileo. (B) Analise estatistica do score histolégico de cortes de
Figado. *P<0.05 comparado com controle e “P<0.05 comparado com veiculo, os dados est&o
expressos em dispersédo com mediana.
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5.5. Efeito do CBD sobre a concentrag&o de citocinas e quimiocinas no
intestino e no figado de camundongos com GVHD

Em consonéancia com os resultados obtidos na analise histopatolégica,
CBD reduziu o nivel das citocinas (TNFa e IFNy) e quimiocinas (CCL2, CCL3,
CCL5) (Figura 18) no jejuno-ileo, quando comparado com o grupo veiculo.
Este resultado ndo foi completamente reproduzido no figado (Figura 19), no
qual s6 houve reducao dos niveis de CCL3 e IFNy.

Nao houve alteracdo em relagdo a citocina IL-17 em nenhum dos tecidos
avaliados (Figura 18c e 19c).
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Figura 18. Analise de citocinas e quimiocinas através de ELISA em amostras de Jejuno-ileo. (A)
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Figura 19. Analise de citocinas e quimiocinas através de ELISA em amostras de figado. (A) TNFq,;
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comparado com veiculo, os dados estdo expressos em dispersdo com mediana.
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5.6. Efeitos do CBD sobre o recrutamento de células inflamatorias para o

intestino de camundongos com GVHD

Para verificar se CBD modificava a migracédo de células inflamatérias para

o intestino, principal 6rgdo alvo da GVHD, ao sétimo dia apds a inducao da

doenca os animais foram anestesiados, uma porcdo de seu intestino foi

exposta e submetida & microscopia intravital. As células GFP* transplantadas

foram visualizadas e contadas de acordo com a metodologia j& descrita. Desta

forma, foi possivel observar, indiretamente, que CBD, na dose avaliada, ndo

influencia os mecanismos de migracdo celular, ou seja, ndo encontramos

diferencas entre o grupo CBD e o grupo veiculo em relacdo a rolamento e

adeséo celular (Figura 20).
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Figura 20. Analise de migracéo celular. (A) Analise de rolamento. (B) Analise de Adeséo. . *P<0.05

comparado com controle e *P<0.05 comparado
dispersdo com mediana.

com veiculo, os dados estdo expressos em
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5.7. Citometria de fluxo

A fim de verificar os mecanismos celulares envolvidos na reducao dos
mediadores inflamatorios, foi realizada citometria de fluxo ao sétimo dia apds a
indugdo. Foram avaliados os marcadores celulares para linfocitos CD3" T-
CD4" e T-CD8". Dentro destas populacdes a ativacéo celular foi averiguada
através do marcador CD28". A partir da populacdo de T-CD4" buscamos
averiguar se havia aumento da populacéo de linfécitos FoxP3", uma vez que
esta populagdo, conhecida como ‘“linfécitos T-Regulatérios” tem importante
papel na reducdo de moduladores pré-inflamatérios. Foi constatado que,
apesar de CBD levar ao aumento e maior ativagdo das células CD4" e CD8"
ele também leva ao aumento de células T-reguladoras no intestino (Figuras 21
a 23). Porquanto as analises de figado revelaram perfil similar ao observado
no JI, com o mesmo aumento em relacéo a células CD4" e CD8", de forma
que apenas as células CD8" se mostraram mais ativas (CD28") em relagdo ao
grupo veiculo e ndo houve diferenca entre o grupo veiculo e o grupo CBD em
relacéo aos linfocitos T-reguladores (FoxP3") (Figuras 24 a 27). Finalmente, as
analises das células derivadas do baco néo revelaram diferenca significativa
do grupo tratado com CBD em relacdo ao grupo veiculo em nenhuma das

marcacoOes realizadas (Figuras 28 a 31).
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Figura 21. Quantificacdo de linfocitos CD4" no jejuno-ileo. Os linfocitos CD3'CD4" foram
quantificados através de citometria de fluxo a partir de amostras de jejuno-ileo. Acima observa-se
a analise realizada no FlowJo® e abaixo estdo os detalhes da analise estatistica. *P<0.05
comparado com controle e *P<0.05 comparado com veiculo, os dados estdo expressos em
dispersdo com mediana.
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Figura 22. Quantificacdo de linfécitos CD8+ no jejuno-ileo. Os linfécitos CD3+CD8+ foram
quantificados através de citometria de fluxo a partir de amostras de jejuno-ileo. Acima se observa
a analise realizada no FlowJo® e abaixo estdo os detalhes da andlise estatistica. *P<0.05
comparado com controle e #P<0.05 comparado com veiculo, os dados estdo expressos em

dispersédo com mediana.
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Figura 22. Quantificacao de linfécitos CD28+ no jejuno-ileo. Os linfocitos (A) CD3+CD4+CD28+ e
(B) CD3+CD8+CD28+ foram quantificados através de citometria de fluxo a partir de amostras de
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Figura 23. Quantificacéo de linfécitos FoxP3" no jejuno-ileo. Os linfécitos CD3"CD4FoxP3" foram
guantificados através de citometria de fluxo a partir de amostras de jejuno-ileo. Acima observa-se
a analise realizada no FlowJo® e abaixo estdo os detalhes da analise estatistica. *P<0.05
comparado com controle e *P<0.05 comparado com veiculo, os dados estdo expressos em

dispersédo com mediana.
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Figura 24. Quantificacdo de linfécitos CD4" no figado. Os linfécitos CD3'CD4" foram quantificados
através de citometria de fluxo a partir de amostras de figado. Acima observa-se a andlise realizada
no FlowJo® e abaixo estdo os detalhes da andlise estatistica. *P<0.05 comparado com controle e
P<0.05 comparado com veiculo, os dados estéo expressos em dispersdo com mediana.
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Figura 25. Quantificacdo de linfocitos CD8" no figado. Os linfécitos CD3"CD8" foram quantificados
através de citometria de fluxo a partir de amostras de figado. Acima observa-se a analise realizada
no FlowJo® e abaixo estdo os detalhes da andlise estatistica. *P<0.05 comparado com controle e
*P<0.05 comparado com veiculo, os dados estéo expressos em dispersdo com mediana.
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Figura 26. Quantificacdo de linfocitos CD28" no figado. Os linfécitos (A) CD3'CD4'CD28" e (B)
CD3'CD8'CD28" foram quantificados através de citometria de fluxo a partir de amostras de figado.
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Figura 27. Quantificacdo de linfécitos FoxP3" no figado. Os linfocitos CD3"'CD4 FoxP3" foram
guantificados através de citometria de fluxo a partir de amostras de figado. Acima observa-se a
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Figura 28. Quantificacdo de linfocitos CD4" no baco. Os linfécitos CD3"CD4" foram quantificados
através de citometria de fluxo a partir de amostras de baco. Acima observa-se a analise realizada
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Figura 29. Quantificacdo de linfécitos CD8" no baco. Os linfocitos CD3'CD8" foram quantificados
através de citometria de fluxo a partir de amostras de baco. Acima observa-se a analise realizada
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Figura 30. Quantificacdo de linfécitos CD28" no bacgo. Os linfécitos (A) CD3"CD4°CD28" e (B)
CD3'CD8+CD28" foram quantificados através de citometria de fluxo a partir de amostras de bago.
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expressos em dispersédo com mediana.
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Figura 31. Quantificacdo de linfécitos FoxP3" no baco. Os linfocitos CD3'CD4'FoxP3" foram
guantificados através de citometria de fluxo a partir de amostras bago. Acima observa-se a andlise
realizada no FlowJo® e abaixo estdo os detalhes da andlise estatistica. *P<0.05 comparado com
controle e *P<0.05 comparado com veiculo, os dados estdo expressos em dispersdo com

mediana.
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5.8. Graft-versus-leukemia (GVL)

Uma das principais razbes pelas quais o TMO é considerado uma boa
opcao terapéutica € o efeito do exerto-contra-tumor (GVL), gerado pela
medula transplantada. Este efeito foi averiguado através de citometria de fluxo,
em que avaliamos a marcacdo GFP' das células de mastocitoma murino
(P815"GFP") injetadas. O nimero de células tumorais, remanescentes apds o
transplante, foi verificado no baco (Figura 32) e nos linfonodos (Figura 33); o
tratamento com Canabidiol n&o interferiu no GVL. As analises foram feitas a

partir de um controle negativo de animais sem o tumor.
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Figura 32. Efeito GVL em células P815+GFP+. Efeito anti-tumoral da GVHD em amostras de baco.
Os gréficos estao expressos em dispersdo e mediana, os grupos foram considerados diferentes

para p<0,05.
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Figura 33. Efeito GVL em células P815'GFP’. Efeito anti-tumoral da GVHD em amostras
derivadas de linfonodos mesentéricos e iguinais. Os graficos estdo expressos em dispersédo e
mediana, os grupos foram considerados diferentes para p<0,05.
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5.9. Participagé&o dos receptores CB; e CB; no efeito do tratamento com
CBD na sobrevida de camundongos com GVHD

Os animais foram tratados com o farmaco AM251, um antagonista CB;
(Figura 34) e com o farmaco AM630, um antagonista CB, (Figura 35). A
mortalidade foi observada pelos dias subsequentes. Observou-se que
antagonizando o receptor CB;, o Canabidiol continuou a exercer seus efeitos,
apesar de haver ligeiro aumento na mortalidade, ndo houve diferenca entre os
grupos CBD e CBD+AM251. Por outro lado, o tratamento com antagonista do
receptor CB, demonstrou reducéo do efeito protetor do CBD e aumento na
taxa de mortalidade, sugerindo que o receptor CB, € importante para o efeito
protetor de CBD.
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Figura 34. Tratamento com CBD e AM251 em conjunto com CBD. *P<0.05 quando comparado ao
controle, e “P<0.05 quando comparado ao veiculo. (N=10)
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Figura 35. Tratamento com CBD e AM630 em conjunto com CBD. *P<0.05 quando comparado ao
controle, e “P<0.05 guando comparado ao veiculo. (N=10)
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DISCUSSAQO
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6.

Discussao

A aGVHD é uma doenca complexa, sistémica e de rapida progresséao,
caracterizada por episodios de imunossupressdo e dano tecidual em varios
orgaos (Shulman et al., 2015). O principal tratamento utilizado até hoje
permanece sendo o uso de altas dosagens de corticoides, na tentativa de
suprimir a inflamacao sistémica que se instala no paciente e aumentar sua
sobrevida. O principal viés desta terapia é que, ao gerar um estado de
Imunossupressdo no paciente, os corticoides abrem espacgo para doencas
oportunistas, como pneumonia (Stoma et.a., 2018) e infecc¢des fungicas (Miceli
et al., 2017), ou mesmo que quaisquer células remanescentes da doenca
original no paciente (como tumores), uma vez nao erradicadas, possam levar a
recidiva desta doenca. O uso, a longo prazo (mais de 60 dias), de corticoides
leva, ainda, ao aparecimento de outros efeitos adversos em 90% dos
pacientes, estes efeitos podem ser enddcrinos, neuropsiquiatricos,
gastrointestinais, musculo-esqueléticos, cardiovasculares e dermatoldgicos
(Oray et al., 2016). Zaydfudim et.al. (2016) apontam que quando o TMO é
realizado para tratamento de tumores, as chances de recidiva do tumor de
origem aumentam proporcionalmente em relacdo ao tempo de uso dos
corticoides, ao passo que as chances de sobrevida do paciente diminuem.

Existe também outro cenério que deve ser considerado, cerca de 50% dos
pacientes com aGVHD nédo sdo responsivos ao tratamento com corticoides,
desenvolvendo a chamada “GVHD refrataria a corticoides” (Kordelas et al.,
2014). Nestes casos, 0s pacientes tendem a ter sua expectativa, e qualidade
de vida, reduzidas. Corticoides exercem sua protecdo através de seu efeito
linfocitico e pela supressdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias,
especialmente TNFa, e, portanto, € uma estratégia parcialmente efetiva na
supressdo da aGVHD, a despeito de seus efeitos negativos ja citados,
permanecendo como primeira estratégia terapéutica contra a GVHD
(Ram&Rainer, 2013).

Por estas razfes esfor¢cos em todo o mundo tém sido feitos no sentido de
desenvolver novas terapias ou criar terapias complementares ao uso de
corticoides. Como terapias emergentes podemos citar Inolimomab, um

anticorpo monoclonal para CD25, que se mostrou promissor em estudos de
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fase 2 como tratamento para casos de aGVHD refrataria a esteroides mas
que, entretanto, ndo se mostrou mais eficaz que o tratamento padrédo para
estes casos (globulina anti-timocitica), com mortalidade de 60% dos pacientes
(Socié et al.,, 2017). E como novas terapias complementares ao uso de
corticoides, o lItacinib, um inibidor seletivo de JAK1 que encontra-se
atualmente em estudo de fase 3, se mostrou promissor e bem tolerado por
humanos, aparentando ndo afetar o GVL (Chen et al., 2018). Ha também o
Natalizumab, um inibidor seletivo de moléculas de adeséo, que foi testado em
estudo de fase 2. Entretanto, dos pacientes que participaram do estudo, 50%
foram a 6bito devido a toxidade do tratamento, efeitos adversos ou doencas
oportunistas (Kekre, 2017).

E importante ressaltar que, terapias complementares, que visam aumentar
a eficacia de tratamentos com corticoides, ainda estdo suscetiveis aos dois
vieses ja descritos: aumento do rico de infec¢gdes secundarias e aumento da
propensdo a recidiva da doenca de origem. Conforme descrito por Auletta
et.al. (2015), um ponto importante que deve sempre ser considerado ao se
tratar da busca de novos farmacos eficazes contra a GVHD é que o tratamento
deve aumentar a sobrevida do paciente, reduzir dano tecidual modulando a
inflamagé&o, mas, entretanto, sem causar perda do efeito GVL e sem reduzir a
porcdo de quimerismo, ou seja, de enxertamento da nova medula. Afinal, uma
das principais razées de se recorrer ao TMO alogénico é o efeito do enxerto-
contra-tumor que ir4 reagir contra quaisquer células tumorais remanescentes
no hospedeiro mesmo apos intenso regime de condicionamento (Forman et
al., 2015).

Desta forma, apresentamos um composto inicialmente isolado por Roger
Adams em 1940, cujo potencial terapéutico e anti-inflamatério s6 vem sendo
verdadeiramente explorado nos udltimos anos. Este composto chamado de
Canabidiol (CBD) é um canabinoide natural derivado da Cannabis sativa,
planta com utilizag&o descrita desde 2737 a.C., sendo prescrita pelo imperador
Shen-Nung para tratamento de diversas patologias, dentre elas doencas
autoimunes e inflamatoérias (Bloomquist, 1968; Guy e cols., 2004).

Neste trabalho o CBD foi utilizado como tratamento profilatico para GVHD.

Primeiramente, fizemos um teste para saber se o CBD poderia interferir no
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processo de enxertamento e formacdo de quimera do animal transplantado.
Este teste € importante, uma vez que, na clinica, se ndo houver o adequado
enxertamento da nova medula no hospedeiro, este, fatalmente morrera por
imunossupressdo. O mesmo € observado nos camundongos submetidos ao
TMO. Assim, camundongos tratados com CBD tiveram o mesmo percentual
de enxertamento e formacdo de quimera com a nova medula em relagcdo ao
grupo veiculo, o que faz desta uma potencial estratégia terapéutica para a
GVHD.

O tratamento com CBD também foi capaz de aumentar a sobrevida e
reduzir significativamente a escala clinica e a progressdo de perda de peso
nos animais tratados em relagdo ao grupo veiculo. E importante salientar que
esta reducdo nao foi suficiente para que o animal retornasse aos mesmos
niveis do animal controle que recebeu transplante singénico, de forma que se
tornou evidente que o CBD né&o aboliu por completo a resposta inflamatéria.
Estes dados podem ser confrontados com os dados de Yeshurum et.al. (2015)
em que um estudo clinico de fase 2 com CBD demonstrou que este nao
interferia no quimerismo, reducdo da incidéncia e sintomas relacionados ao
aGVHD e reducdo na perda de peso dos pacientes enquanto estes
permaneceram sob o uso de CBD.

Procurando entender como o CBD poderia estar reduzindo as
manifestacfes da doenca e a mortalidade, realizamos uma analise histologica
dos principais 6érgaos alvo da GVHD aguda, intestino e figado. E também
nesta andlise o CBD repetiu 0 mesmo perfil, reduzindo a lesdo em relacéo ao
grupo veiculo, mas ainda néo o suficiente para igualar-se ao grupo controle. A
analise histologica revelou também que o Jl foi mais afetado que o figado,
possivelmente pela forma de progressdo da doenca, de forma que o periodo
de sete dias de GVHD aguda ndo foi o suficiente para que a doenca se
instalasse, por completo, no figado. Ou seja, na GVHD aguda, um dos
primeiros 6rgdos a ser afetado € o intestino (Zeiser, et al., 2017). Nossos
dados também estdo em concordancia com o0s dados obtidos por
Panoskaltsis-Mortari et.al. (2016), em que a autora acompanhou a migracao
de células GFP" durante sete dias ap6s o TMO e observou que imediatamente

apos o transplante as células doadas migram para 6rgaos linfoides, mesmo
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em um modelo de transplante singénico. Entretanto, trés dias apds o
transplante, apenas em animais que receberam TMO alogénico, as células
transplantadas comecam a migrar para os 6rgdos alvo, especialmente
intestino. E assim como observamos, ao sétimo dia apds o transplante existe
baixo povoamento de células doadas no figado (Figura 33). Esta andlise
condiz também com a fase eferente da GVHD, descrita por Baker e cols.
(2018), em que o infiltrado de células mononucleares se torna evidente, bem
como o dano histoldgico (Figura 36). Esta fase ocorreria posteriormente a fase
aferente, em que as células T maduras do doador reconheceriam disparidades
antigénicas aos tecidos do receptor, resultando em alo-ativagéo e proliferacao
destas células, o que seria o inicio da GVHD. Este dado repete o descrito em
modelo murino de colite, em que CBD também se mostrou promissor em
reduzir inflamacgédo do colon e dano tecidual (Schicho & Storr, 2012). Assim
como demonstrado no intestino, a reducéo de inflamacgédo no figado através do
tratamento com CBD ja havia sido evidenciada em um modelo murino de

esteatose hepética induzida por alcool (Wang et al., 2017).
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Imagens de microscopia intravital
7 dias ap6s o TMO

Transplante Transplante
Alogénico Singénico

- - -
- - -

Figura 36. Figura adaptada de Panoskaltsis-Mortari et.al. (2016). A imagem de microscopia
intravital apresenta as diferencas de migracéo de células GFP" (verde) tanto no figado quanto no
ileo de animais que receberam transplante alogénico e singénico.

As observacdes realizadas nos cortes histolégicos foram reinteradas pela
analise de ELISA, em que observamos a reducdo de varias citocinas e
guimiocinas. Avaliamos CCL2, uma quimiocina quimioatraente de macrofagos,
sendo um critico e importante fator sollivel responsavel por recrutar mondcitos
para loci especificos durante processos inflamatérios (Carson et al., 2017).
Terwey et.al. (2005) demonstraram que CCL2 possui um importante papel na
ativacdo e migracdo de células CD8", tanto para o figado quanto para o
intestino, durante a GVHD.

CCL3, que também é responsavel por atrair mondcitos para desenvolver
processos inflamatérios, possuindo importante papel em respostas

inflamatorias intestinais (Schulthess et.,al., 2012). CCL5, uma quimiocinas da
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mesma familia da CCL3, que possui papel ativo no recrutamento de uma
grande variedade de leucdcitos, tais como: linfécitos, macréfagos e eosindfilos,
sendo também importante na ativacdo de ceélulas natural killer. CCL5 é
tipicamente produzida por células T CD8" (Aldinucci et al., 2014). Mecha et.al.
(2013) encontraram a mesma reducédo de CCL2 e CCL5 que observamos, em
um modelo murino de esclerose multipla, em que os animais foram tratados
diariamente com CBD encontrando também a redugdo do dano tecidual. E
interessante que, Horvath et.al. (2012) observou, em um estudo in vitro com
células transfectadas com receptores CB; e CB,, que a utilizacdo do agonista
seletivo para CB,, o HU-910, gerou reducgdo similar dos niveis de CCL3 e
CCL2. Serody et.al. (2000) observaram que CCL3, CCL5 e TNFa, produzidas
por células T aumentam o recrutamento de macrofagos que, por sua vez, irdo
produzir mais TNFa e perpetuar a resposta inflamatoria.

Sendo assim, avaliamos a citocina TNFo, de grande importancia na
regulacdo da resposta imune e homeostasia celular, seu desbalango esta
relacionado a inumeros processos inflamatorios e manutencdo da sobrevida
de células imunes (Blaser et al., 2016). Em diferentes modelos inflamatorios,
CBD se mostrou eficiente em gerar regulacéo, de forma que os autores propde
que parte deste mecanismo pode estar relacionado a reducdo de TNFa.
Dentre estes trabalhos, podemos citar Olah et.al. (2014) que investigou se o
tratamento com CBD apresentava acao lipostatica em um modelo in vitro de
células sebaceas estimuladas com acido araquidénico ou uma combinacéo de
acido linoléico e testosterona. Em outro estudo, Campos et.al. (2015) avaliou
os efeitos do tratamento diario com CBD em camundongos fémea submetidos
a um modelo de malaria cerebral, em que a autora relata aumento de
sobrevida e melhora cognitiva. Nestes estudos, o papel regulatério de CBD
parece estar relacionado com a reducéo dos niveis de TNFa.

Também foi avaliada IFNy, que apresenta potente acdo sinérgica com as
demais, ou seja, sua reducédo leva a reducédo do efeito inflamatoério (Wysocki et
al., 2005). Ellison et.al. (1998) estudaram o papel da IFNy em camundongos
que receberam células de animais knockout para esta citocina, e observaram

que estes receptores apresentavam uma forma mais branda de aGVHD, com
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um maior tempo de sobrevida, indicando que a presenca de IFNy pode estar
relacionada ao desenvolvimento e letalidade da doenca.

Em nosso modelo, observamos que o tratamento com CBD levou a
reducdo de IFNy nos 6rgaos alvo. Entretanto, em diferentes modelos o efeito
de CBD sob o IFNy, tende a variar, porquanto, autores como Lehmann et.al.
(2016) ndo encontraram esta reducdo em um modelo murino de pancreatite
inflamatoria tratado com CBD, de fato, neste modelo houve aumento de IFNy;
ao passo que Hegde et.al. (2011) se depararam com reducéo desta citocina
em um modelo murino de hepatite ao realizar tratamento com CBD. Esta agéo
aparentemente dual pode estar relacionada a interacdo de cannabidiol com
diferentes receptores em diferentes modelos de doencas inflamatorias e em
diferentes tecidos. Couch et.al. (2017) observaram ainda que o efeito redutor
desta acéo sinérgica de INFy sob outras citocinas, gerado pelo tratamento com
CBD, é dependente do receptor CB,, desaparecendo com a inibicao deste
receptor. Sido et.al. (2015) demonstrou efeitos similares ao tratar
camundongos com GVHD com A9-THC diariamente, observando reducéo de
TNF-a e IFNy, entretanto, o autor encontrou que, em seu modelo, A9-THC
exerce seus efeitos majoritariamente através de sua interacdo com CB; e nao
CB,. Por fim, IL-17, uma citocina proé-inflamatéria produzida por células T
ativadas e que estimula diversos tipos celulares, dentre eles os macrofagos, a
produzirem mediadores proé-inflamatérios que resultam na inducdo de
processos inflamatdrios (lwakura & Ishigame, 2006). Das citocinas avaliadas,
IL-17 permanece como sendo a mais complexa, de forma que existem
controvérsias a despeito de seu papel no desenvolvimento da patologia
associada a GVHD. Porguanto alguns autores associaram esta citocina ao
desenvolvimento da aGVHD (Yi et al., 2008), outros a associaram a processos
regulatérios na GVHD (Cai et al., 2016) e ainda alguns encontraram
evidéncias de que esta citocina ndo possui papel fundamental no
desenvolvimento da doenca ou de GVL, mas que poderia estar relacionada ao
desenvolvimento de aGVHD mediada por células T CD4" (Kappel et al., 2009).
Alguns autores como Hedge et.al. (2011), em um modelo de hepatite aguda
causada pela administragcdo de concanavalina A; e Kozela et.al. (2016), em

um modelo de esclerose multipla; observaram reducdo de IL-17. Em nosso
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modelo de GVHD a IL-17, que aparenta ndo ser tao relevante, ndo estando
alterada em nenhum dos grupos.

Os dados encontrados pela analise de mediadores inflamatorios foram
reinterado pelos achados de citometria de fluxo. Nesta técnica analisamos a
presenca de linfécitos CD3'CD4", sendo CD3" um cluster presente em células
T maduras, encontrado em praticamente todos os linfocitos T periféricos,
sendo utilizada para separar este tipo celular dos demais, porquanto células
CD4" sdo linfécitos T ativados que se diferenciaram em T-regulatérias ou T-
indutoras, apresentando o cluster CD4 em sua superficie celular. Dhital &
Kaplan (2017) observaram que o tratamento de células T com CBD e co-
estimulacdo de anticorpo anti-CD28 gera aumento no numero de células CD4
e FoxP3*, sendo, entretanto, dependente de estimulo. Desta forma,
analisamos também o marcador FoxP3 para linfécitos T CD3'CD4", de forma
que este marcador € considerado o mais especifico para linfocitos T-helper,
sendo expresso constitutivamente e apresentando importante papel na
regulacdo da aGVHD (Rezvani et.al.,2006). Diversos autores associam a
reducdo de mecanismos regulatérios e consequentemente reducdo de células
CD4'FoxP3" com o desenvolvimento de um ambiente permissivo para o
aparecimento da GVHD e que mecanismos que levem ao aumento deste tipo
celular promovem regulacdo da GVHD (Miura et al., 2004; Rieger et al., 2006;
Di lani et al.,, 2011; Belle et al.,, 2016). Dhital et.al. (2016) observou que o
tratamento com CBD leva a diferenciacdo e aumento do nimero de células
CD4'FoxP3", porquanto Hedge et.al. (2008) encontrou efeito semelhante ao
tratar camundongos com A9-THC, gerando também reducdo dos danos
teciduais em um modelo de hepatite auto-imune.

Portanto, a regulacéo gerada pelo tratamento com CBD pode ser causada
pelo aumento de linfécitos CD4"FoxP3", conforme demonstrado em citometria
de fluxo, ainda que houvesse aumento de células T CD8" neste 6rgdo. Sendo
que, novamente, tanto a reducgdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias,
quanto o aumento de células CD4" ou de células FoxP3" foi muito mais sutil
no figado, o que corrobora nossa hipotese de que o processo inflamatorio no
figado ainda se encontra em processos iniciais, ndo sendo suficiente para

gerar proliferacédo e diferenciacdo critica de linfocitos. Neste mesmo sentido,
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Zhao et.al. (2016) encontraram evidéncias de que esta proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos se concretizariam no figado ao 15° dia apds a
inducéo da GVHD.

Linfécitos CD3"CD8" séo linfécitos T-citotoxicos (Sandvig et al., 1987). Em
nosso trabalho encontramos aumento destas células tanto no figado quanto no
intestino. E interessante observar que, em modelo de enfalomielite, Elliott et.al.
(2018) e, em um modelo de miocardite autoimune, Lee et.al. (2016)
observaram que o tratamento com CBD foi capaz de reduzir os niveis de
células CD8" e CD4", um resultado que contradiz 0 que encontramos em
nosso modelo. Entretanto, DiMarzo et.al. (2017) relatam que em seu modelo
de doenca degenerativa musculo-esquelética, CBD nao gerou alteracdo no
namero de células CD8", de forma que esta alteracdo pode ser dependente do
modelo experimental.

Avaliamos também linfécitos T CD3"CD4'CD28" e CD3"'CD8"CD28", uma
vez que CD28 é considerado como uma importante molécula co-estimulatéria,
induzindo a ativacdo de linfécitos T e aumentando a sobrevida celular
(Kinosada et al., 2017), de forma que utilizamos este marcador para averiguar
a ativagcdo dos linfocitos encontrados nos tecidos. Chen et.al. (2012) relatam
que os efeitos de CBD, na reducao de citocinas € amplificado pela estimulacdo
com anti-CD28 e o autor relata também que o tratamento com CBD levou ao
aumento de células CD8".

Ao avaliar o baco, 6rgéo linfoide associado a maturacéo de linfécitos sendo
vital para manutencdo da imunidade humoral (Tanabe, et al., 2015), houve
pouca alteracdo no numero de linfécitos, de forma que, apenas a quantidade
de linfécitos CD8" foi alterada no grupo veiculo, mas se mostrou mais ativa
tanto para veiculo quanto para CBD. N&o houve alteracdo no numero de
células FoxP3", indicando que o baco nido estava sob ataque das células
transplantadas, mas gque estas ja haviam se maturado e estavam em processo
de migracédo ou ja situadas nos 6rgéos alvo (Baker et.al, 2018). Sadeghi et.al.
(2008) evidenciam que o numero de células no bagco aumenta imediatamente
apos o transplante, tanto no grupo singénico quanto alogénico, mas que neste
primeiro grupo a contagem cai e se estabiliza, enquanto que, no grupo

alogénico, o numero de células no baco tende a cair, de forma que os autores

90



observaram desaparecimento gradual dos linfocitos, sendo este um resultado
similar ao que encontramos.

E importante ressaltar que o aumento de linfocitos T € algo relativamente
benéfico para o hospedeiro, uma vez que a reducdo no numero de células T
esta relacionada ao aumento de proliferacdo tumoral mesmo apoés transplante
alogénico (Taylor et.al, 2018). As células T CD8", por sua vez, tem potente
papel na reacdo anti-tumoral j& bem elucidada na literatura, de forma que
mesmo este aumento, aparentemente patogénico compde o0 complexo
mecanismo do efeito GVL (Klebanoff et al.,, 2005; Lee e.al., 2009;
Sommermeyer et al.,, 2016). Em contraste, Champlin et.al. (1990) haviam
encontrado relacdo entre a presenca de células CD8" e maior incidéncia de
aGVHD, estabelecendo um método de manipulacdo do HSCT para remocao
deste tipo celular. Por outro lado, a alta letalidade associada a GVHD pode ser
reduzida pela acdo de células T-reguladoras, de forma que a presenca destas
células induz tolerédncia do enxerto em relagdo do hospedeiro (Jofre et al.,
2018; Taylor et al., 2018).

Em parte, nossos achados sao similares ao encontrado por Rupal et.al.
(2011), sendo que, neste caso o tratamento foi realizado com administracao
diaria de A9-THC, um canabinoide natural como o CBD, mas que, entretanto,
€ responsavel pelos efeitos pscicomiméticos da Cannabis sativa. Neste
estudo, os autores relatam que os animais tratados apresentaram reducdo da
perda de peso, reducdo de citocinas pro-inflamatorias (TNFa e IL-2) e
aumento de células CD4'FoxP3*, sem que o tratamento interferisse no
processo de quimerizagdo. Ao antagonizar os receptores CB; e CB, 0s
autores relatam que os efeitos de A9-THC foram revertidos, enquanto que o
mesmo ensaio neste trabalho revelou que os efeitos de CBD estédo
relacionados, em parte, ao receptor CB, mas ndo a CB;. Outro ponto
divergente é que o autor relata redugdo do numero total de células, enquanto o
tratamento com CBD gerou aumento deste numero.

E interessante destacar que, enquanto o0 receptor CB; esta
majoritariamente expresso em tecidos neurais, o receptor CB, (ou receptor
canabinoide periférico) é altamente expresso em células imunes (Adams et al.,
2018). Buckley et.al. (2000) testaram o efeito de A9-THC em animais
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knockouts para o receptor CB, e descobriram que, apesar destes animais
serem aparentemente saudaveis, a regulagcdo de células T-regulatorias
induzida por A9-THC foi interrompida na auséncia deste receptor. Ehrhart e
col. (2005) discutem que a ativacdo de CB, também seria responsavel pela
inibicdo da producdo de citocinas além de reduzir a apresentacdo de
antigenos. Em adicéo a estes dados, sabe-se que apesar de apresentar baixa
afinidade a CB;, CBD apresenta afinidade similar ao receptor CB, quanto
comparado com A9-THC. Porquanto a diferenca de afinidade de CB, para CB;
para A9-THC é 76,29% sendo, portanto, mais seletivo para CB, em relacao a
CB1, CBD é 74,47% mais seletivo para CB, (Rosenthaler et.al.,2014). Desta
forma, a ativacdo do receptor CB, poderia ser um dos mecanismos de
regulacdo do CBD em nosso modelo experimental. Em nosso modelo
experimental, observamos que CBD parece ndo atuar diretamente nos
receptores CBj;, mas sim através de CB,, uma vez que o aumento de
sobrevida, gerado por CBD, foi abolido na presenca de AM630, um
antagonista seletivo de CB,, a0 mesmo passo que AM251, um antagonista
seletivo de CB; néo surtiu 0 mesmo efeito na sobrevida.

Com base em nossos dados e os dados encontrados na literatura, CBD se
apresenta como um potencial tratamento para a GVHD, sendo eficaz na
melhoria de sinais clinicos, aumentando a sobrevida e promovendo regulacéo
de processos inflamatérios nos 6rgaos alvo. Entretanto, reconhecemos que
ainda s@o necessérios mais estudos a fim de melhor esclarecer os
mecanismos farmacolégicos de acdo deste farmaco, uma vez que, apesar de
CBD se apresentar parcialmente dependente de CB,, ainda restam lacunas a

serem preenchidas.
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4.

Conclusao

O tratamento com Canabidiol levou a modulagcdo dos processos
inflamatorios relacionados & GVHD através da reducdo de diversos fatores
pro-inflamatdrios e aumento do nimero de células T-regulatorias (FoxP3"). A
reducdo dos principais mediadores inflamatoérios, como IFNy, TNFa, CCL2,
CCL3, CCLb5, especialmente no intestino, pode estar relacionada a ativacédo de
do receptor CB2, uma vez que este demonstrou ser necessario para o
aumento da sobrevida dos animais (Figura 37). O aumento de linfocitos T CD4
FoxP3" pode também estar relacionado a reducio dos mediadores
inflamatérios, como IFNy. Desta forma, Canabidiol representa uma

interessante molécula a ser explorada para o tratamento da GVHD.
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Figura 37. Ativacdo do receptor CB2 é parte do mecanismo regulatério de CBD. Através desta
ativagcdo ocorre a inibicao da liberagdo de mediadores inflamatérios. A ativacdo deste receptor
pode também estar relacionado ao aumento de linfécitos CD4 FoxP3+ que, por sua vez, pode
também levar a reducdo dos mediadores inflamatérios. Estes mecanismos cumulam na redugéo
do dano tecidual que sera refletido no aumento de sobrevida dos camundongos com GVHD.
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