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RESUMO

A doenca do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) é uma sindrome inflamatoria
sistémica que ocorre ap6s o transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas. Esta
doenca afeta diversos 6rgdos, principalmente o figado, intestino e baco, denominados 6rgéos
alvo da GVHD. A via anti-inflamatdria colinérgica (CAIP), um mecanismo neurolégico capaz
de controlar a inflamacé&o periférica por meio do nervo vago, tem se mostrado importante na
modulacdo do sistema imunolégico e reducdo da inflamag&o em diversos modelos de doencas
inflamatorias, tais como colite, sepse e artrite reumatoide. Entretanto, ainda ndo ha estudos
explorando essa regulacdo neuroimune na GVHD. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o papel da via anti-inflamatoria colinérgica na modulacdo da resposta inflamatoria
associada a GVHD. A GVHD aguda foi induzida pelo transplante de células alogénicas da
medula dssea e esplendcitos de camundongos BALB/c para C57BL/6J, nos grupos GVHD e
GVHD+VNS. Camundongos que receberam células da medula 6ssea e esplendcitos de
camundongos singénicos (C57BL/6J) ndo desenvolveram a doenca e constituiram o grupo
controle. Para andlise da estimulacdo da CAIP, os camundongos do grupo GVHD+VNS foram
submetidos a estimulacdo elétrica do nervo vago (VNS) e 6 horas depois receberam o
transplante alogénico. O figado e o intestino foram submetidos a andlise histopatoldgica e os
animais estimulados apresentaram lesdo intestinal e hepética reduzidas, enquanto os animais
doentes (grupo GVHD) apresentaram lesdes intestinais graves que resultaram na perda da
arquitetura desse orgao, além de consideravel infiltrado inflamatorio no figado. Ensaios de
ELISA para as principais citocinas e quimiocinas inflamatorias também foram realizados e no
grupo GVHD+VNS observamos aumento dos niveis intestinais de 1L-10, TNF-o. e CCL2 e
diminuicdo nos niveis de CCL2, CCL5 e TNF-a hepéaticos. Nos animais estimulados
observamos também reducéo da atrofia esplénica associada a GVHD. Ensaios de n-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG), mieloperoxidase (MPO) e esfregaco de sangue periférico foram
realizados para quantificar os leucdcitos totais e diferenciais no intestino, figado, baco e sangue.
Os animais estimulados apresentaram reducao no numero de neutréfilos no baco e reducdo do
numero de macrofagos no figado, assim como reducdo da linfopenia e neutrofilia associadas a
GVHD. A fungdo cardiaca também foi analisada por ecocardiograma e no grupo GVHD+VNS
observamos prevencao do dano cardiaco associado a doenca do enxerto-versus-hospedeiro. Por
fim, os camundongos receptores foram avaliados clinicamente, com um sistema de pontuacéo
padrdo, e acompanhados quanto a mortalidade. A VNS reduziu os sinais clinicos e a
mortalidade dos animais submetidos a GVHD. Em conjunto, esses dados demonstraram que a
ativacdo da via anti-inflamatoria colinérgica contribui para a regulacdo da resposta inflamatéria
e gravidade relacionadas a GVHD, destacando a estimulacdo elétrica do nervo vago como uma
potencial estratégia terapéutica para a doenca.

Palavras-chave: GVHD, inflamacdo, transplante de medula 6ssea, TCTH, nervo vago, via

anti-inflamatdria colinérgica, CAIP.



ABSTRACT

Graft-versus-host disease (GVHD) is a systemic inflammatory syndrome that occurs
after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. This disease affects GVHD target
organs, including liver, intestine and spleen. The cholinergic anti-inflammatory pathway
(CAIP), a neurological mechanism capable of controlling peripheral inflammation through the
vagus nerve, has been shown to be important in immune system modulation and reducing
inflammation in several models of inflammatory diseases such as colitis, sepsis and rheumatoid
arthritis. However, there are no studies exploring this neuroimmune regulation in GVHD.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the role of the cholinergic anti-inflammatory
pathway in modulation of the GVHD inflammatory response. Acute GVHD was induced by
transplant of allogeneic bone marrow cells and splenocytes from Balb/c mice to C57BL/6J in
GVHD and GVHD+VNS groups. Mice that received bone marrow cells and splenocytes from
syngeneic animals (C57BL/6J) did not develop any disease and were considered the control
group. To analyze the CAIP stimulation, GVHD+VNS mice were subjected to vagus nerve
electrical stimulation (VNS) 6 hours before the transplant. The liver and intestine were
processed for histopathological analysis and the stimulated animals showed reduced intestinal
and hepatic injury, while the animals in the GVHD group had severe intestinal injuries leading
the loss of the organ architecture and a proeminent inflammatory infiltrate in the liver. ELISA
assays for the main inflammatory cytokines and chemokines were also performed and the
GVHD+VNS group presented an increase in intestinal levels of IL-10, TNF-a and CCL2 and a
decrease in hepatic levels of CCL2, CCL5 and TNF-a. We also observed a reduction in splenic
atrophy in GVHD+VNS mice. N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), myeloperoxidase (MPO)
and peripheral blood smear assays were performed to quantify the total and differential
leukocytes in the intestine, liver, spleen and blood. The mice that received electrical stimulation
showed a reduction in the infiltrate of neutrophils in the spleen and macrophages in the liver.
Moreover, there was a reduction in lymphopenia and neutrophilia related to GVHD in the
GVHD+VNS group. Cardiac function was also analyzed by echocardiogram and in the
GVHD+VNS group, we observed a prevention of cardiac damage related to graft-versus-host
disease. Finally, recipient mice were clinically evaluated with a standard scoring system and
monitored for mortality. Electrical stimulation resulted in effective protection from GVHD,
reducing clinical signs and lethality of the disease. Altogether, our results demonstrated that the
activation of the cholinergic anti-inflammatory pathway contributes to regulation of
inflammatory response and severity related to GVHD. Thus, VNS has a potential therapeutic
application in graft-versus-host disease treatment.

Keywords: GVHD, inflammation, bone marrow transplantation, HSCT, vagus nerve,
cholinergic anti-inflammatory pathway, CAIP.
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1. INTRODUCAO
1.1 Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) é uma modalidade terapéutica
utilizada para uma série de doengas malignas, hematoldgicas, imunoldgicas e genéticas. Esta
terapia consiste na infusdo intravenosa de células progenitoras hematopoiéticas para
restabelecer a funcdo da medula em pacientes com danos nesse 6rgdo (GONCALVES;
BENVEGNU; BONFANTI, 2009). O TCTH que usa células progenitoras hematopoiéticas do
proprio paciente é chamado aut6logo, enquanto o TCTH alogénico envolve a transferéncia de
células-tronco hematopoiéticas de um individuo doador para uma outra pessoa, denominada
receptor (GYURKOCZA; REZVANI; STORB, 2010; MAJHAIL et al., 2015).

A era do transplante de células hematopoiéticas comegou com o reconhecimento de que a
deplecdo da medula dssea por irradiacdo de feixe de fotons externo em camundongos poderia
ser prevenida protegendo seus bacgos com placas de chumbo (GERSHON-COHEN; HERMEL,;
GRIFFITH, 1952; JACOBSON et al., 1951). Estudos subsequentes mostraram que a infusao
intravenosa de células da medula 6ssea ou do baco apos a irradiacdo de camundongos e ratos
poderia prevenir a morte desses animais (LORENZ et al., 1951). As razfes para o efeito protetor
dessas intervencOes experimentais foram objeto de controvérsia durante um tempo, mas em
meados da década de 1950, estudos realizados em varios laboratérios concluiram que a protecao
era devida a presenca de células-tronco hematopoiéticas na medula 6ssea e baco (BARON;
STORB, 2004; SMITH, 1968; THOMAS et al., 1957).

Quando desenvolvido inicialmente, o TCTH alogénico foi considerado uma abordagem
para resgatar pacientes dos efeitos colaterais toxicos de doses supra letais de radiacdo e
quimioterapia usadas para tratar varias doencas. Contudo, logo ficou evidente que o TCTH
possuia também eficacia para o tratamento de doencgas malignas em decorréncia das reacdes
imunoldgicas das células do doador contra células hospedeiras malignas. Inicialmente, o TCTH
alogénico era realizado principalmente para pacientes com leucemia em estagio avancado ou
anemia aplastica apos falha de todos os tratamentos convencionais (THOMAS et al., 1975b,
1975a). Entretanto, devido aos avangos na selecdo de doadores, regimes de condicionamento e
cuidados de suporte, o0 TCTH alogénico tem sido cada vez mais indicado na clinica. Desde a
sua criacdo como terapia, foram realizados globalmente mais de 1 milhdo de TCTH e no Brasil
sdo realizados em média 2400 TCTH anualmente, dos quais 40% sdo alogénicos
(HULSDUNKER et al., 2018; TRANSPLANTES, 2020). Atualmente, as doengas mais
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comumente tratadas pelo TCTH alogénico sdo leucemias agudas, cronicas e mielodisplésicas;
sindromes mieloproliferativas; doencas malignas, como linfoma ndo Hodgkin, linfoma de
Hodgkin e mieloma multiplo; e ainda anemia aplastica, imunodeficiéncias e outras doencas ndo
malignas diversas (GYURKOCZA; REZVANI; STORB, 2010).

Trés fontes diferentes de células-tronco podem ser usadas para 0 TCTH: medula dssea,
sangue periférico e sangue do corddo umbilical (CHEUK, 2013). As limitagdes no uso de
células do sangue de corddo umbilical incluem uma recupera¢do hematopoiética mais lenta e
atraso na reconstituicdo da funcdo imunoldgica devido ao numero limitado de células
progenitoras (SINGH; MCGUIRK, 2016). A facilidade na obtencdo das células-tronco
periféricas favorece o uso dessa fonte celular, ja que essas células sdo coletadas apds o doador
receber um estimulo para que as células-tronco da medula 6ssea sejam mobilizadas para o
sangue periférico, enquanto que a doacado de células-tronco da medula éssea envolve a remocao

de células do o0sso pélvico do doador sob anestesia geral (HOLTICK et al., 2014).

Apesar de ser eficaz, o TCTH alogénico estd associado a uma taxa de toxicidade
significativa (RAMADAN; PACZESNY, 2015; TUGUES et al., 2018), sendo o
desenvolvimento da doenca do enxerto-versus-hospedeiro ou “graft-versus-host disease”
(GVHD), sua principal limitagéo, ocorrendo em cerca de 40 a 60% dos pacientes transplantados
(Tugues et al., 2018; Zeiser & Blazar, 2017).

1.2 Doencga do enxerto-versus-hospedeiro ou “graft-versus-host disease” (GVHD)

A GVHD é gerada quando os linfocitos T do individuo doador reconhecem disparidades
antigénicas presentes no organismo do paciente receptor do TCTH, levando a uma resposta
inflamatoria exacerbada. Esta doenca é a segunda principal causa de morte em pacientes que
recebem o transplante de células-tronco alogénico, atras apenas da morte por recidiva maligna
das doencas de base que justificaram o transplante (PELED; HANASH; JENQ, 2016).

A primeira descri¢cdo da GVHD foi realizada em 1956 por Dick van Bekkum, médico e
pesquisador holandés, documentando a reconstituicdo hematopoiética apos radiacdo letal da
medula 6ssea. Os bombardeamentos atdmicos das cidades de Hiroshima e Nagasaki no final da
Segunda Guerra Mundial, causaram a morte de milhares de cidaddos japoneses devido ao
desenvolvimento de uma doenga desconhecida chamada de “sindrome da radiagdo”. Buscando

compreender melhor os efeitos da exposicdo a bomba, Vos, Davids, Weijzen e van Bekkum
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compararam a sobrevivéncia de camundongos apdés irradiacdo corporal total apenas ou seguida
por transplante de células isogénicas (mesma linhagem para receptor e doador) ou alogénicas
(células-tronco de diferentes linhagens) administradas por via intravenosa (van BEKKUM; de
VRIES, 1967; VRIESENDORP; HEIDT, 2016). Foi demonstrado, entdo, que os camundongos
que receberam apenas a irradiacdo morreram antes do dia 20 pelos efeitos da aplasia de medula
6ssea, chamada “doenga primaria”. Por sua vez, camundongos irradiados e infundidos com
células-tronco singénicas se recuperavam da toxicidade por radiacdo, sem desenvolverem
outros sinais clinicos. J& os animais que receberam células-tronco alogénicas se recuperaram
das lesdes causadas pela radiacdo e aplasia, mas desenvolveram uma “doenga secundaria”,
apresentando diarreia, perda de peso, erupcgdes cutineas e lesbes hepaticas, causando
posteriormente a morte desses animais (van BEKKUM; de VRIES, 1967; BLAZAR;
MURPHY; ABEDI, 2012; COGHILL et al., 2011; VOGELSANG; LEE; BENSEN-
KENNEDY, 2003). Em 1962, a condicdo clinica conhecida como “doenca secundaria”, foi
nomeada como doenca do enxerto-versus-hospedeiro (BLAZAR; MURPHY; ABEDI, 2012).

Anos depois, em 1966, Billingham postulou os trés requisitos cruciais para o
desenvolvimento da GVHD: (1) o enxerto transplantado deve conter células
imunocompetentes; (2) o receptor deve ser incapaz de rejeitar ou eliminar as células
transplantadas; (3) e o receptor deve expressar antigenos teciduais que ndo estdo presentes no
doador do transplante, sendo reconhecidos como estranhos pelas células doadas,
desencadeando entdo, uma reacdo imunoldgica contra essas células (BILLINGHAM, 1966).
Hoje, sabemos que as células imunocompetentes sdo linfocitos T que estdo presentes no indculo
das células-tronco e sdo necessarios para montar uma resposta imune eficaz (GHIMIRE et al.,
2017).

A identidade imunoldgica de um individuo é expressa em proteinas de superficie celular
codificadas pelo sistema HLA (Antigeno Leucocitario Humano), localizado no cromossomo 6
(JAMES; GEORGOPOULOQOS, 2018). Essas proteinas desempenham um papel fundamental nas
reacOes imunoldgicas quando células-tronco hematopoiéticas sdo transplantadas, pois as
respostas das células T dependem da disparidade entre o doador e o receptor em relacdo ao
HLA. Sendo assim, no cenario do transplante alogénico, o grau de incompatibilidade do HLA,
gerado pela incompatibilidade de sexo entre doador e receptor e o grau de parentesco dos
receptores e doadores, sdo importantes preditores do progndéstico do transplante alogénico.

Esses fatores, somados com a intensidade do regime de condicionamento e a fonte do enxerto,
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constituem os principais fatores de risco para geracdo da GVHD (JAGASIA et al., 2012;
MARTINO et al., 2006; SINGH; MCGUIRK, 2016; ZEISER; BLAZAR, 2017).

O regime de condicionamento, ou preparacdo pré-transplante, é usado tanto para
erradicar a doenga maligna de base, quanto para induzir a imunossupressao que contribuira para
a “pega” do enxerto e replicacédo das células doadas (COPELAN, 2006). O cronograma desses
regimes conta com sessdes de quimioterapia, usando por exemplo a ciclofosfamida, um agente
alquilante que possui efeitos antiangiogénicos e imunomoduladores (SISTIGU et al., 2011) e
irradiacdo total do corpo (BARRETT; SAVANI, 2006). O regime padrdo de condicionamento
mieloablativo € o mais recomendado para pacientes com malignidades mieloides, porém
apresenta altas taxas de mortalidade néo-recidivante. Foram desenvolvidos, entdo, métodos de
condicionamento de intensidade reduzida, projetados para serem imunossupressores, limitando
a toxicidade sistémica. Porém, regimes de baixa intensidade apresentam um risco aumentado
de falha do enxerto (BARRETT; SAVANI, 2006; CHAKRAVERTY et al., 2002; MARTINO
et al., 2006).

Quanto a fonte do enxerto, apesar da facilidade na obtencdo das células-tronco
periféricas ser uma vantagem do seu uso, alguns estudos relataram que o transplante de células-
tronco periféricas esta associado a um risco maior de desenvolver GVHD comparado ao
transplante de células-tronco de medula déssea (HOLTICK et al., 2014). Além disso, ao
analisarmos o uso das células de corddo umbilical, apesar de alguns estudos terem demonstrado
diminuicdo do risco de GVHD em comparagdo com os enxertos de medula, o uso dessa fonte
esta associado a recuperacdo retardada da contagem de células e ao aumento do risco de falha
do enxerto, 0 que acarreta maiores chances de aparecimento de hemorragia e/ou infec¢do nos
pacientes (HARRIS; FERRARA; LEVINE, 2013).

A GVHD pode se manifestar de forma aguda e crénica, de acordo com 0s processos
patoldgicos envolvidos e o tempo de aparecimento dos sintomas. Enquanto a GVHD aguda
(aGVHD) apresenta muitos componentes inflamatérios, a GVHD crénica (cGVHD) apresenta
predominantemente caracteristicas auto-imunes e fibréticas (BLAZAR; MURPHY; ABEDI,
2012). A cGVHD se manifesta como uma patologia multiorganica, e historicamente tem sido
definida temporalmente como a GVHD que ocorre apds 100 dias do transplante, apresentando
sintomas como esclerose de pele; bronquiolite obliterante; lesdes fibrdticas na pele, pulméo e
boca; além de fascite muscular ou articular (MACDONALD; HILL; BLAZAR, 2017). A
aGVHD, por sua vez, pode se manifestar logo apo6s a ocorréncia do transplante e os sintomas
tipicamente relacionados incluem erupcdo maculopapilar, hiperbilirrubinemia com ictericia,
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nadusea, vomitos, diarreia aquosa e/ou com sangue e cdlicas abdominais (ZEISER; BLAZAR,
2017).

A GVHD aguda, foco desse trabalho, pode ser dividida em 3 fases conforme os
fendmenos imunologicos que acontecem. Inicialmente, na primeira fase, moléculas como
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) liberadas das lesbes intestinais durante o regime de
condicionamento, além de outros padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) e
alguns padrdes moleculares associados ao dano (DAMPSs), ativam receptores imunoldgicos
inatos, incluindo receptores do tipo Toll (TLR), levando a liberacdo de uma “tempestade de
citocinas” (BLAZAR; MURPHY; ABEDI, 2012). Os tecidos do hospedeiro danificados
liberam mais “sinais de perigo”, em resposta ao regime de condicionamento, que incluem
citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1 beta (I1L-1p)
e interleucina 6 (IL-6), que ativam as células apresentadoras de antigeno (APCs) do hospedeiro
(MALARD; HUANG; SIM, 2020) (Figura 1).

Na segunda fase, a interacdo das células T com as APCs ativadas que expressam MHC
e antigenos de histocompatibilidade menores do hospedeiro, leva a ativacdo e expansdo das
células T (ZEISER; BLAZAR, 2017) (Figura 1). Uma resposta eficiente das células T requer
também sinais co-estimulatorios. A CD28 foi bem caracterizada como a molécula co-
estimulatoria mais eficaz, expressa por células T ndo ativadas e ativadas, para regulacdo das
respostas dessas células em diversas doencas, incluindo a GVHD. A co-estimulagéo através de
CD28 regula vérios aspectos da funcdo das células T, incluindo a secre¢do de citocinas,
proliferacéo e sobrevivéncia celular (LI et al., 2011).

Finalmente, na terceira fase, as células T ativadas na fase anterior e mondcitos migram
para os tecidos-alvo da GVHD (pele, intestino, figado e bago) e recrutam outras células efetoras,
como linfocitos T citotoxicos e células NK (natural killer). Essas células efetoras, ao chegarem
nos tecidos alvos, causam danos, através de citotoxicidade direta ou liberacdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-1, interleucina 2 (IL-2), interleucina 12 (IL-
12), interleucina 17 (IL-17), interferon gama (IFN-y), CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5 (CASTOR;
PINHO; TEIXEIRA, 2012; CHEUNG et al., 2012; KUMAR; MOHAMMADPOUR; CAO,
2017; WESTIN et al., 2011; ZEISER; BLAZAR, 2017) (Figura 1). A diferenciacéo das células
T em células efetoras ou de memoria, assim como o equilibrio entre as células T efetoras e as
células T regulatérias (Tregs) sdo decisivos em relacdo a capacidade de geracdo da GVHD
aguda (RAMADAN; PACZESNY, 2015; ZEISER; BLAZAR, 2017).
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Apesar de causarem danos e serem as principais células responsaveis pelo
desenvolvimento da GVHD, as células T alorreativas derivadas dos doadores sao fundamentais
para atacarem as células malignas do hospedeiro, produzindo o efeito benéfico conhecido como
enxerto contra leucemia, do termo em inglés, “graft-versus-leukemia” (GVL). Embora a
deplecdo de células T da amostra do doador antes do transplante alogénico possa prevenir ou
reduzir a GVHD, isso implica em um prejuizo da resposta GVL e o aumento das taxas de
recidiva da doenca de base (TUGUES et al., 2018). Sendo assim, tratamentos eficazes devem
ser capazes de reduzir os danos causados pela GVHD, sem, no entanto, comprometerem a

atividade do enxerto-versus-leucemia.

Nosso entendimento das caracteristicas bioldgicas da GVHD ¢ baseado principalmente
em estudos em camundongos. Embora a aplicacdo desses estudos em humanos seja limitada
por diferencas nos niveis fisioldgicos e imunoldgicos, modelos murinos da GVHD embasam a
geracdo de novos conhecimentos acerca da doenca (ZEISER; BLAZAR, 2017). Devido a
disponibilidade de uma infinidade de reagentes, animais transgénicos ou knockout e linhagens
de células tumorais transplantaveis para avaliar os efeitos antitumorais, modelos murinos
facilitam o estudo dos processos imunologicos associados & GVHD. A inducdo de modelos
agudos de GVHD em camundongos geralmente € realizada pelo transplante de medula dssea
como fonte de células-tronco hematopoiéticas, suplementado com esplendcitos, em receptores
alogénicos irradiados. Assim é possivel que sejam testadas novas abordagens de tratamento e é
esta a estratégia experimental utilizada em nosso trabalho (BLAZAR; MURPHY; ABEDI,
2012).
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Figura 1. Fisiopatologia da GVHD. O desenvolvimento da GVHD se inicia com o regime de
condicionamento, que envolve sessfes de irradiagédo e/ou quimioterapia. Este regime produz
dano tecidual e, consequentemente, a liberacao de varias citocinas pro-inflamatorias, tais como
IL-1B, IL-6 e TNF-a, fendmeno conhecido como "tempestade de citocinas”. O dano tecidual
também causa a liberacdo de DAMPs e PAMPs. A liberagdo dos PAMPs/DAMPs e das
citocinas levam ao aumento da expressao de antigenos via MHC nas células apresentadoras de
antigenos. O paciente imunocomprometido € entdo submetido a um transplante de células-
tronco hematopoiéticas alogénico. As células T maduras do doador, infundidas em um ambiente
preparado para ativacdo imunoldgica, interagem com as APCs do hospedeiro, 0 que leva a
proliferacdo e polarizagdo de LT em células T CD4" Thl, Th2 e Th17 e células T CD8"
citotoxicas. Essas células T patogénicas ativadas se infiltram em varios 6rgdos-alvo, incluindo
o0 intestino, o sistema nervoso central, o figado, o trato gastrointestinal, a pele e o sistema
reprodutor, amplificando a destruicéo local do tecido, por exemplo, por meio de apoptose das
células residentes (Adaptada de VILLA; MCFADDEN, 2018).
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1.3 Estratégias terapéuticas usadas na preveng¢ao ou tratamento da GVHD

A medida profilatica mais adotada para a GVHD aguda envolve a utilizagdo de
ciclosporina, um inibidor da calcineurina, e metotrexato, um antimetabdlito com atividade anti-
inflamatdria e antiproliferativa, que atua diminuindo a atividade das células T em baixas doses
ndo citotoxicas (GIACCONE et al., 2005; HAMILTON, 2018). Um estudo sequencial,
prospectivo e randomizado, mostrou que uma combinacdo de ciclosporina e metotrexato foi
superior ao uso da ciclosporina isolada na prevencdo da GVHD (ZEISER; BLAZAR, 2017).
Entretanto, apesar da ado¢do de medidas profilaticas, aproximadamente 60% dos pacientes
ainda desenvolvem a doenca e seu tratamento é baseado no uso de glicocorticoides, sendo a
metilprednisolona ou a prednisona, nas doses de 1 a 2 mg/kg, os mais utilizados (QIAN; WU;
SHEN, 2013).

A ampla atividade dos glicocorticoides, incluindo a inducao de apoptose das células T,
supressdo da ativacdo de macrdfagos e supressdo na liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias,
explica porque esses medicamentos ainda séo o tratamento de primeira linha tanto da GVHD
aguda como da GVHD crénica. Porém, a administracdo de altas doses e/ou uso prolongado
desses medicamentos pode causar efeitos colaterais graves, tais como aumento na taxa de
infeccbes oportunistas, diabetes, miopatia e osteonecrose, que sdo fatores que aumentam a
morbidade e mortalidade associadas & GVHD (MARTINEZ; URBANO-ISPIZUA, 2011).
Apesar do uso dos glicocorticoides, aproximadamente 50% dos pacientes tratados néo
apresentam melhora, desenvolvendo a GVHD aguda refrataria a esteroides, que € diagnosticada
guando a doenca progride em 3 dias ou ndo ha melhora clinica apds 5 a 7 dias do tratamento
inicial com glicocorticoides (QIAN; WU; SHEN, 2013). Para esses pacientes, ndo ha um bom
progndstico a longo prazo, com uma taxa de sobrevivéncia de apenas 5 a 30% (BLAZAR;
MURPHY; ABEDI, 2012; WESTIN et al., 2011; ZEISER; BLAZAR, 2017).

Estratégias terapéuticas atuais vém sendo estudadas como alternativas ao uso dos
glicocorticoides, como por exemplo, inibidores de calcineurina e micofenolato, que interferem
com diferentes sinais de ativacdo das células T (CHOI; REDDY, 2014). Outra opcdo terapéutica
é a ciclofosfamida, que induz seletivamente a apoptose de células T aloativadas (BLAZAR,;
MURPHY; ABEDI, 2012). Agentes que causam deplecdo de linfdcitos, como globulinas anti-
timaécitos (ATG) e anticorpos citotoxicos dirigidos contra antigenos expressos em linfécitos T,
tais como os anticorpos monoclonais dirigidos contra o receptor CD52 também podem ser
utilizados. Embora estas drogas provaram ser Uteis para o tratamento da GVHD, nenhuma delas
é totalmente eficaz. Além disso, apesar de apresentarem diminuigdo da resposta inflamatoria
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associada a GVHD, essas estratégias baseadas na imunossupressdo de células T possuem efeitos
deletérios, por atuarem também impedindo a GVL (BLAZAR; MURPHY; ABEDI, 2012;
QIAN; WU; SHEN, 2013).

Como estratégia de segunda linha, ha também o uso de agentes blogueadores de TNF-
a, como o etanercept, uma molécula soluvel que compete pela ligacdo do TNF-a em seus
receptores celulares, ou o infliximab, um anticorpo monoclonal que se liga ao TNFa, impedindo
sua ligacéo aos seus receptores. Entretanto, apesar de serem mais especificas, ndo resultaram
em maiores taxas de sobrevida (LEVINE, 2011). Recentemente, inibidores da JAK2 (Janus
quinase 2) demonstraram efeitos promissores no controle da GVHD, assim como os inibidores
da histona desacetilase (HDAC). Estudos em modelos animais mostraram que a inibigcdo de
JAK?2 preveniu a migracdo de células T para os 6rgédos alvos da GVHD. Inibidores da HDAC,
por sua vez, sdo capazes de suprimir a producao de citocinas pro-inflamatérias, tais como TNF-
a, IL-12 e IL-6, o que resultou, em ambos os tratamentos, na reducao dos sintomas da GVHD
e preservacao da acdo da GVL (CARNITI et al., 2015; GHIMIRE et al., 2017; REDDY et al.,
2008; TESHIMA; REDDY:; ZEISER, 2016).

Estratégias focadas na modulagdo da microbiota intestinal, como abordagens que usam
transplante de microbiota fecal (FMT), também estdo em fase de testes experimentais e clinicos
para tratamento da GVHD. Entretanto, apesar dos estudos preliminares sugerirem que o FMT
em receptores de TCHT é seguro, viavel e associado com uma eficacia promissora em varios
cendrios clinicos, até agora ndo foram obtidos dados suficientes para comprovacao de sua
aplicabilidade clinica. Ainda ndo foram criados protocolos de triagem padronizados para
pacientes imunocomprometidos, nem h& ampla evidéncia sobre a identificacdo de fatores
associados a falha do tratamento nesta populacdo de pacientes (ABU-SBEIH; ALI; WANG,
2019). Portanto, serdo necessarias avaliacdes prospectivas adicionais sobre o uso de FMT em
pacientes submetidos ao TCHT para melhor compreender seus efeitos sobre o0 microbioma do
receptor e para melhor caracterizar sua influéncia nos resultados clinicos obtidos (ABU-SBEIH,;
ALI; WANG, 2019; DEFILIPP et al., 2018; VAN LIER et al., 2020; WEBB et al., 2016).

Abordagens celulares também vem sendo utilizadas, como a inducédo das células Tregs
em pacientes, a partir da administracéo de interleucina 2 (IL-2). Além das Tregs, existem outros
candidatos alternativos a terapia celular na GVHD, como as células-tronco mesenquimais
(MSCs), que atuam como imunorreguladoras indiretas e induzem o reparo tecidual (GHIMIRE
etal., 2017; TESHIMA; REDDY; ZEISER, 2016).
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Apesar da variedade de estratégias de segunda e terceira linhas para tratamento da
GVHD aguda refrataria a esteroides, ha para quase todas, baixas taxas de resposta associadas a
alta mortalidade (GHIMIRE et al., 2017; QIAN; WU; SHEN, 2013). Desta forma, ha ainda
hoje, grande interesse cientifico e clinico na busca por novos alvos farmacoldgicos e

alternativas terapéuticas para a GVHD.

1.4 Via anti-inflamatdria colinérgica (CAIP)

Nas Ultimas décadas, tornou-se evidente que a comunicagdo entre os sistemas nervoso
e imunolégico pode influenciar a resposta inflamatdria através da liberagdo de
neurotransmissores, citocinas e hormoénios. Varios mecanismos baseados nessa comunicacao ja
foram descritos, como por exemplo, a liberagdo de glicocorticoides pelo eixo hipotalamo-
hip6fise-adrenal demonstrou ter um importante papel na modulacéo do sistema imunoldgico e
reducdo da inflamacédo (MATTEOLI; BOECKXSTAENS, 2013).

A compreensdo dos mecanismos neurais que regulam a inflamagdo avangou com a
identificacdo de uma via capaz de inibir a ativacdo de macrdfagos. Em 2000, Borovikova e
colegas, demonstraram em um primeiro estudo, que a estimula¢do do nervo vago periférico
atenuou significativamente o desenvolvimento da hipotenséo induzida por LPS (choque) em
ratos expostos a doses letais de endotoxina. Essa prevencdo do choque estava relacionada a
supressdo da sintese de TNF-a no figado, bago e coragdo, com consequentemente diminuicéo
das concentracdes séricas de TNF-o durante a endotoxemia. Nesse mesmo ano, em um segundo
estudo, durante a investigacao do agente anti-inflamatdrio “Semapimod” (CNI-1493), que atua
inibindo a p38 MAP quinase, Borovikova e colegas, revelaram o efeito anti-inflamatorio vagal
usando também um modelo de edema de pata induzido por carragenina em camundongos. Tanto
a aplicacdo intracerebroventricular de CNI-1493, quanto a estimulacéo elétrica do nervo vago
periférico, diminuiram os sinais da inflamacdo aguda, inibindo a sintese periférica de TNF-a
(BOROVIKOVA et al., 2000a, 2000b). Esses experimentos demonstraram, pela primeira vez,
que as fibras eferentes do nervo vago fornecem um canal de comunicagdo entre o sistema
nervoso central e o sistema imunoldgico que controla a inflamagéo através da liberacdo de
acetilcolina, sendo esse circuito denominado via anti-inflamatdria colinérgica ou “cholinergic
anti-inflammatory pathway” (CAIP) (BONAZ; SINNIGER; PELLISSIER, 2017b; HUSTON;
TRACEY, 2011; SOUZA et al., 2002; TRACEY, 2002).
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Prople-se que, durante a estimulacdo da CAIP, os neurdnios sensoriais periféricos
sejam ativados por mediadores inflamatorios, tais como TNF-a, IL-1p e HMGB1 liberados
durante o processo inflamatorio, seguido do envio de sinais para 0 sistema nervoso central
(SNC) via fibras vagais aferentes (HUSTON; TRACEY, 2011; TRACEY, 2002). As fibras
vagais eferentes, por sua vez, liberam neuromediadores na periferia para modular células
imunes locais (GOVERSE; STAKENBORG; MATTEOLLI, 2016; HUSTON; TRACEY, 2011;
KANASHIRO et al., 2017). A base molecular deste circuito anti-inflamatério inclui o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) que interage com o receptor alfa7 nicotinico («7nAChR)
expresso em mondcitos, macrofagos, células dendriticas e outras células imunes (HUSTON;
TRACEY, 2011).

O sistema colinérgico é uma das vias excitatorias que participam do sistema
parassimpatico, simpatico e do sistema nervoso central, usando a acetilcolina como
neurotransmissor. A acetilcolina € um composto quimicamente estavel e que pode persistir por
um longo periodo apds ser liberada na fenda sinéptica. Sua molécula é sintetizada a partir de
dois precursores: acetil coenzima A e colina, a partir da acdo da enzima colina-O-
acetiltransferase (ChAT). A ACh ¢ entdo liberada por fusdo de vesiculas em membranas
celulares e interage com seus receptores muscarinicos (MAChR) e nicotinicos (nNAChR)
(HUSTON; TRACEY, 2011). Sua eliminacao espontanea € lenta devido ao &tomo de amonio
quaternario existente na porcdo da colina e, por esse motivo, a enzima acetilcolinesterase
(AChE) esta presente no sistema neurossintético da fenda para terminar rapidamente o sinal. A
AChE divide a acetilcolina em &cido acético e colina (CHEUNG et al., 2012; POHANKA,
2012).

Os receptores muscarinicos da nicotina sdo uma familia de receptores acoplados a
proteina G que desempenham um papel importante na neurotransmissdo colinérgica central. Os
subtipos de receptores muscarinicos foram inicialmente classificados farmacologicamente
como M1 ou M2 com base em sua sensibilidade diferencial a pirenzepina, um antagonista
seletivo do receptor M1. Entretanto, através de técnicas de biologia molecular, sdo conhecidos
agora cinco subtipos de receptores muscarinicos nomeados de M1 a M5 com base na ordem de
sua descoberta (FELDER, 1995). Os membros da familia de receptores muscarinicos de
acetilcolina estdo envolvidos em um grande nimero de fungdes fisioldgicas, tanto no sistema
nervoso central quanto na periferia do corpo. Perifericamente, 0s receptores muscarinicos
medeiam acdes como reducdo da frequéncia cardiaca, contracdes de fibras musculares lisas e

estimulacdo da liberagdo de secrec¢des glandulares. Ja os receptores muscarinicos centrais estao
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envolvidos em um grande numero de fungdes vegetativas, sensoriais e motoras (WESS, 1993;
WESS et al., 2003). Receptores muscarinicos do subtipo M1 intracerebrais, por exemplo, foram
implicados no controle das funcdes viscerais pelo nervo vago, incluindo a sintese de glicogénio
no figado e estimulo da secrecdo pancreética exocrina (HUSTON; TRACEY, 2011; PAVLOV
et al., 2006b; TRACEY, 2002).

Diferencas importantes sdo observadas entre a regulacdo das fungdes fisioldgicas pela
via colinérgica vagal classica, predominantemente mediada por receptores muscarinicos, € a
funcdo imunomoduladora do nervo vago, mediada principalmente pelo receptor nicotinico
a7nAchR (GALLOWITSCH-PUERTA; PAVLOV, 2007; PAVLOV et al.,, 2006b). Os
receptores nicotinicos de acetilcolina consistem em canais catiénicos formados por cinco
subunidades que permitem o influxo de cations. Os NAChRs presentes em células ndo neuronais
existem como pentdmeros heteroméricos compostos de unidades o e B (a2/a3/04/05/a6/09/a10
¢ B2/B3/p4) ou como um pentdmero homomérico composto de subunidades o7 (KAWASHIMA
et al., 2012). O subtipo a7nAChR, expresso por células imunes, como células mononucleares,
linfdcitos e células dendriticas, € ativado rapidamente, apds a ligagdo com a ACh ou seus
agonistas, e sua dessensibilizacdo também ¢ répida (FUJII et al., 1996; GALLOWITSCH-
PUERTA; PAVLOV, 2007). Este receptor, a7nAChR, exibe uma maior permeabilidade para
cations de célcio (Ca?*) em relagdo aos outros NnAChRs (COUTURIER et al., 1990). Como
resultado do aumento das concentragdes intracelulares de Ca®*, as vias de sinalizagdo celular
sdo ativadas, induzindo respostas que regulam o processo inflamatério (ZDANOWSKI et al.,
2015). Os efeitos gerados pela estimulagao de a7nAChRs levam & inibicéo da atividade do NF-
kB (fator nuclear de transcricdo kB), por supressao da fosforilacéo de I-kappa B. Além disso, a
ativacdo de a7nAChR pode levar ao recrutamento de JAK2 iniciando uma transducéo de sinais
intracelular mediada pela STAT3 (transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3). Como
resultado, essas sinaliza¢gdes promovem a inibi¢do do processo inflamatério (DE JONGE et al.,
2005; KANASHIRO et al., 2017; ZDANOWSKI et al., 2015). Ja foi demonstrado ainda, em
modelo de colite induzido por oxazolona em camundongos, que a ativacdo do receptor
nicotinico a7nAChR estd associada a melhora clinica e histolégica do colon, como
consequéncia de um aumento de células Tregs e uma diminuicdo reciproca de células T
produtoras de IL-17 (Th17), indicando desta forma que o efeito terapéutico da ativacdo do
a7nAChR decorre também da relacdo de Treg e Th17 (GALITOVSKIY etal., 2011).

Tendo em vista a extensa inervacdo do trato gastrointestinal, ndo € de se surpreender

gue o sistema nervoso, através do nervo vago, desempenhe um papel importante na modulagéo
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da ativacdo imune na parede intestinal (GOVERSE; STAKENBORG; MATTEOLLI, 2016). Ja
foi demonstrado que ha no trato gastrointestinal uma comunicacdo vagal direta entre a parede
intestinal e o SNC  (BERTHOUD; CARLSON; POWLEY, 1991; BERTHOUD;
JEDRZEJEWSKA; POWLEY, 1990). Durante a inflamacdo intestinal, ocorre ativagédo direta
de nucleos vagais, como ja foi demonstrado em um modelo murino de ileo pds-operatério
(CAILOTTO et al., 2012; THE et al., 2011). A sinalizacdo colinérgica é capaz de controlar a
inflamacdo por meio da reducdo de citocinas pro-inflamatdrias em diferentes condicbes
inflamatorias intestinais tais como colite, ileo pds-operatorio e doenga de Crohn (Figura 2). Na
literatura era descrito que, na parede intestinal, o nervo vago entra em contato com as células
imunes apenas indiretamente, uma vez que 0s nervos eferentes vagais fazem sinapses somente
com os neurdnios entéricos. No entanto, evidéncias anatdbmicas mais recentes revelaram uma
grande proximidade entre fibras neuronais colinérgicas e macrofagos residentes no intestino,
tanto no nivel do plexo mioentérico quanto na lamina propria (CAILOTTO et al., 2011;
NEMETHOVA et al.,, 2013; MATTEOLI et al., 2014). Esse subconjunto de macréfagos
residentes no intestino esta localizado entre as camadas musculares da parede intestinal, no
nivel do plexo mioentérico, e é regulado pela ativacdo da CAIP. Apds sua ativagdo, essas celulas
séo capazes de controlar a inflamac&o por meio da inibicéo da ativacéo dos proprios macréfagos
e também da regulacdo da liberacdo de citocinas, tais como TNF-a, IL-1p e IL-6, produzidas
por essas células (BOROVIKOVA et al., 2000a; WANG et al., 2003). Corroborando a interagdo
do nervo vago com o sistema imune gastrointestinal, a realizacdo da vagotomia, por sua vez,
agravou o quadro de colite gerado por dextrano sulfato de sodio (DSS) em modelo murino
experimental, através de um mecanismo mediado por macrofagos e a liberacdo de niveis mais
altos de IL-6, IL-1pB, e TNF-a. Embora muitas células imunes intestinais expressem receptores
nicotinicos para interagir com a ACh, macréfagos e células dendriticas sao descritas como as

principais efetoras dessa via (JI et al., 2014a).

Em contraste com o que se observa no intestino, a ativacdo da CAIP no ba¢o ocorre de
forma indireta. O modelo atualmente proposto para ativacdo da CAIP no baco, reconhece que
a ligacdo do nervo vago com esse Orgdo ndo € exclusivamente neural (MARTELLI,
MCKINLEY; MCALLEN, 2014). Como hé evidéncias de que os linfécitos podem sintetizar e
liberar acetilcolina, foi proposto que eles podem ser a fonte de acetilcolina que retransmite as
informacdes funcionais originarias do nervo vago para o bago (ROSAS-BALLINA et al., 2011).
Assim, a ativagdo do nervo esplénico e, subsequente liberacdo de noradrenalina, estimula a

producdo de acetilcolina por um subconjunto de células T CD4" presentes na polpa branca
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esplénica pela ativagao do receptor f2-adrenérgico expresso em suas membranas (MATTEOLL,
BOECKXSTAENS, 2013). A acetilcolina em seguida, cruza a zona marginal em direcdo a
polpa vermelha e ativa os receptores nicotinicos a7nAChRs, presentes em macrofagos
esplénicos, 0 que resulta na supressdo da producdo de mediadores inflamatérios, tais como
TNF-0, IL-1 ¢ HMGBL1 (BASSI et al., 2020; GIGLIOTTI; OKUSA, 2014; MATTEOLI,
BOECKXSTAENS, 2013).
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Figura 2. Representacdo esquematica da via anti-inflamatoéria colinérgica. Durante a
inflamacdo sistémica, o sistema nervoso central € ativado pelos nervos aferentes vagais. Apos
a integracdo com o SNC, essa entrada sensorial acionard o “brago” eferente vagal através do
ganglio mesentérico celiaco superior, modulando a resposta imune no baco. A ativacao dos
neurdnios adrenérgicos no baco leva a liberacdo de adrenalina que induz a liberacdo de
acetilcolina por um subconjunto de celulas T que expressam em suas membranas receptores
B2-adrenérgicos. A acetilcolina interage com a7nAChR expresso em macrofagos produtores de
citocinas, reduzindo a liberacdo TNF-a, IL-1B, IL-8, HMGB1 e outros mediadores
inflamatdrios. No intestino, a ativacdo do “brago” eferente vagal, entra em contato direto com
0s neurbnios mioentéricos, presentes no plexo mioentérico da parede intestinal. A ativacdo dos
neurdnios entéricos induz a liberacdo de acetilcolina, levando ao controle da inflamacéo
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intestinal, por meio da ligacdo da acetilcolina em seu receptor a7nAChR presente em células
como macrdéfagos e células dendriticas. Essa ligacdo causa alteragdes no equilibrio dindmico
das respostas linfocitarias, com a diminuicdo da atividade de linfocitos do tipo Thl7,
responsavel pelo aumento dos sinais inflamatorios e aumento da resposta de linfocitos do tipo
Treg, que possuem acdo no controle da inflamagcdo (Adaptada de Matteoli ; Boeckxstaens,
2013).

1.5 Estimulagdo da CAIP

A via anti-inflamatoria colinérgica pode ser ativada por estimulacdo do nervo vago
(VNS, do inglés “Vagus Nerve Stimulation”) via farmacos, ou eletricamente por meio de
eletrodos. A estimulagdo farmacoldgica da CAIP é realizada a partir da administragdo de
agonistas de a7nAChR ou por inibidores da acetilcolinesterase (JI et al., 2014a). Essas drogas
melhorando a sobrevida em varios modelos experimentais de inflamagdo como endotoxemia
(BERNIK et al., 2002), pancreatite experimental (VAN WESTERLOO et al., 2006), modelo
murino de artrite reumatoide (VAN MAANEN et al., 2009), ileo pds-operatorio (THE et al.,
2011), colite (JI et al., 2014b; SHIFRIN et al., 2013) e peritonite séptica (VAN WESTERLOO
et al., 2005). A administracdo de galantamina, um inibidor de acetilcolinesterase, por exemplo,
foi capaz de diminuir drasticamente a liberacdo de TNF-a, melhorando a sobrevida em modelos
murinos de endotoxemia (PAVLOV et al., 2006a).

O a7nAChR também pode ser ativado por agonistas como a nicotina e o 3-(2,4-
dimetoxibenzilideno)-anabaseina, conhecido como GTS-21. J& foi descrito que o uso da
nicotina causa inibicdo da producéo de citocinas pro-inflamatodrias, tais como TNF-a e IL-1p,
producdo de citocinas e proliferacdo de células T (LIU et al., 2014; WANG et al., 2003). A
GTS-21, por sua vez, apesar de ter sido desenvolvida principalmente para o tratamento da
doenca de Alzheimer (KOX et al., 2009), tem se mostrado também eficaz na atenuacao das
respostas inflamatorias, em modelos animais de pancreatite (VAN WESTERLOO et al., 2006),
endotoxemia (PAVLOV et al., 2007), sepse (PAVLOV et al., 2007), lesdo pulmonar aguda (SU
et al., 2007) e lesdo por isquemia-reperfusdo (KOX et al., 2009). Além do grande potencial
terapéutico da GTS-21 como estimulador da CAIP, usada no tratamento de condi¢cbes
inflamatorias, o uso dela é preferido em relacdo ao uso da nicotina, pois esta pode apresentar

efeitos colaterais toxicos e tem potencial para produzir dependéncia fisica (KOX et al., 2009).
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A estimulagdo elétrica da CAIP, por sua vez, pode ser realizada de forma n&o invasiva
e invasiva. Para realizacdo da VNS ndo invasiva em camundongos, 0s animais recebem a
estimulacdo do nervo vago de forma transcutanea por estimulacédo elétrica das conchas da
orelha direita com um estimulador de pulso isolado (Modell 2100, A-M Systems, Carlsborg,
WA, EUA) (HONG et al., 2019). Esta estimulacdo, porém, ndo é seletiva para fibras eferentes
do nervo vago. Ja a VNS invasiva, em modelos experimentais de camundongos, é realizada a
partir da estimulacéo da via cervical do ramo esquerdo do nervo vago, a partir de um processo
cirurgico, no qual o ramo cervical esquerdo do nervo vago, que é adjacente a artéria carétida
esquerda, € separado da artéria e sobreposto ao eletrodo de estimulacéo elétrica (Figuras 3 e 4)
(CARAVACA et al., 2019; INOUE et al., 2016; SILVERMAN et al., 2018; ZHANG et al.,
2021).

Figura 3. Isolamento cirdrgico do nervo vago para estimulacao elétrica. (A) I'ndica(;éo da
area cervical do camundongo para antissepsia com iodo. (B) Incisdo cervical mediana, expondo
as (C) glandulas salivares (SG) e (D) a traqueia (TR). Os tecidos subcutaneos entre os musculos
(E) esternomastdideo (SM) e esterno-hidideo ao longo da traqueia foram separados por
disseccdo para revelar a (F) artéria car6tida comum (CA) e o nervo vago cervical. O nervo vago
e a artéria carétida (F) estdo localizados paralelos um ao outro e sdo separados por uma pinga
curva com as pontas voltadas para cima (CARAVACA et al., 2019).
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Figura 4. Dispositivo para VNS invasiva em camundongo. Estimulador AVS-T-1M-1C
(AVS Projetos, Sdo Paulo, Brasil).

Varios estudos tém demonstrado o efeito benéfico da VNS em modelos de doencas
inflamatorias. Foi observado por exemplo, que a estimulagdo do nervo vago in situ inibe a
sintese de citocinas pré-inflamatorias no figado e no tecido cardiaco em animais submetidos a
isquemia-reperfusdo por pincamento aortico transitério (BERNIK et al., 2002; TRACEY,
2002). Estudos em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca também mostraram que a
estimulagdo elétrica crénica do nervo vago exerce efeitos benéficos na funcdo do ventriculo
esquerdo e na sobrevida dos animais (DE FERRARI; SCHWARTZ, 2011). Foi demonstrado
ainda em modelos experimentais de colite e endotoxemia, que a VNS farmacoldgica suprime a
atividade da mieloperoxidase (MPQ) e diminui niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias, e
que o efeito anti-inflamatério da VNS farmacolégica foi abolido em camundongos com
neurectomia esplénica ou esplenectomia (JI et al., 2014a). A estimulagdo farmacologica da
CAIP também leva a uma menor producdo de mediadores pré-inflamatorios e maior sobrevida
em modelo de sepse em camundongos (WANG et al., 2004). Em um modelo padronizado de
artrite murina experimental induzida pela aplicacdo de carragenina, a VNS farmacoldgica foi
capaz de inibir a resposta inflamatdria e suprimir o desenvolvimento do edema de pata,
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indicando que a via anti-inflamatoria colinérgica pode inibir também inflamacGes localizadas
(BOROVIKOVA et al., 2000b; TRACEY, 2002).

Assim como demonstrado para camundongos, a estimulacdo do nervo vago pode ser
aplicada em humanos de forma invasiva ou nao invasiva através da pele. A VNS invasiva é
realizada sob anestesia geral por um neurocirurgido. Um eletrodo é enrolado em torno do nervo
vago cervical esquerdo no pescogo e conectado subcutaneamente por um cabo a um gerador de
pulsos, localizado a esquerda da parede toracica (Figura 5). A VNS é classicamente realizada
no ramo esquerdo do nervo vago, pois ele inerva o nd atrioventricular do coracao, enquanto que
0 ramo direito do nervo vago inerva o no sinoatrial, obtendo assim, uma influéncia mais fraca
na frequéncia cardiaca. A VNS com estimulador implantavel é segura e bem tolerada, mas ha
eventos adversos associados ao procedimento cirdrgico, porque apesar de ser um procedimento
minimamente invasivo, é inerentemente arriscado devido ao local de implantacdo, com a
colocacéo do eletrodo exigindo a dissec¢do do nervo vago da artéria carotida (YAP et al., 2020).
Os eventos adversos cirdrgicos mais frequentes incluem infeccdo (em 3% a 6% dos pacientes,
ndo ocasionando a troca do dispositivo na maioria dos casos), paresia das cordas vocais e
fraqueza facial inferior. Porém, com o aprimoramento da técnica cirlrgica, alteraces
permanentes da voz e fraqueza facial inferior tornaram-se raras. Os efeitos adversos cardiacos
associados a dispositivos VNS implantaveis ocorrem principalmente na sala de cirurgia durante
o teste inicial do dispositivo. Isso inclui bradicardia, assistolia ventricular e blogueio cardiaco
completo. Dependendo do tempo de uso, a substituicdo da bateria do gerador de estimulos

devera ser realizada por meio de uma cirurgia adicional (BEN-MENACHEM et al., 2015).
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Figura 5. Estimulacéo elétrica invasiva do nervo vago. O gerador para a VNS (A) contém
uma pequena bateria que gera impulsos elétricos. Um cirurgido implanta o gerador sobre o torax
(B) e anexa os eletrodos ao nervo vago esquerdo (C). Sinais intermitentes do dispositivo para
VNS séo conduzidos pelo nervo vago (D) e entram na medula (Adaptada de CLANCY et
al.2014).

A VNS néo invasiva ndo precisa de cirurgia de implantacdo e, portanto, apresenta
melhorias na seguranca e na tolerabilidade (BONAZ; SINNIGER; PELLISSIER, 2017b). Uma
possivel rota ndo invasiva para a VNS é a estimulacgéo elétrica do ramo auricular do nervo vago,
que é distribuido para a orelha externa. Esta estimulacao pode ser realizada transcutaneamente,
aplicando eletrodos de superficie. Estudos anatémicos da orelha sugerem que o trago, a concha
e a concha cimbica s&o os locais do corpo humano onde ha distribui¢des do nervo vago aferente
(Figura 6). Acredita-se que a estimulacdo direta dessas fibras nervosas produz efeitos
terapéuticos semelhantes aos da VNS invasiva. A estimulacdo do nervo vago cervical
transcutanea é outro método que foi desenvolvido para estimular de forma ndo invasiva o nervo
vago com eletrodos colocados sobre o musculo esternocleidomastéideo. Este € um local
semelhante ao que os eletrodos para VNS invasiva sao posicionados (Figura 7), no entanto, a
localizacdo do nervo vago dentro da bainha carotidea abaixo da pele, da fascia superficial e do
musculo esternocleidomastdideo (Seiden et al., 2013) pode tornar dificil a estimulacdo
transcutanea seletiva das fibras do nervo vago, provavelmente estimulando

indiscriminadamente as fibras aferentes e eferentes (CLANCY et al., 2014).
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Figura 6. Regides da orelha com inervacdo pelo ramo auricular cutaneo do nervo vago
(Adaptada de YAP et al., 2020).
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Figura 7. Ramo cervical do nervo vago (Adaptada de YAP et al., 2020).

Entre os dispositivos mais comumente comercializados para estimulacéo elétrica ndo
invasiva, estdo o gammaCore® e 0 NEMOS® Cerbomed. O gammaCore® (electroCore LLC,
Basking Ridge, NJ, EUA) é um dispositivo portatil para VNS que consiste em um estimulador
com bateria eletronica de geracdo e amplificacdo de sinal e interface de usuério de controle
digital que controla a amplitude do sinal. Dois discos redondos de aco inoxidavel funcionam
como superficies de contato com a pele que fornecem um sinal elétrico de baixa voltagem para
0 nervo vago cervical (Figuras 8 e 9). Os efeitos adversos relacionados ao seu uso incluiram
desconforto local e uma leve irritagéo da pele causada pelo gel condutor (BEN-MENACHEM
et al., 2015). O NEMOS® ¢ também um dispositivo portatil para VNS que estimula
transcutaneamente o nervo vago por meio de eletrodos dentro de um fone de ouvido

posicionado na orelha externa (conchas cimbicas) (Figuras 8 e 9). O produto € posicionado de
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maneira semelhante a um reprodutor de musica com um fone de ouvido conectado a um cabo
(Figura 9) (YAP et al., 2020). Quase sempre, o dispositivo gammaCore® electroCore é usado
para estimulacdo local do pesco¢o, enquanto que o dispositivo NEMOS® Cerbomed é
predominantemente usado para estimulacdo na orelha (BEN-MENACHEM et al., 2015)
(Figura 9) .

Figura 8. Dispositivos para VNS ndo invasiva. (A) gammaCore® e (B) Cerbomed
NEMOS® (BEN-MENACHEM et al., 2015).

Figura 9. Posicdes do eletrodo de estimulacéo elétrica ndo invasiva. (A) Estimulagdo do
pescoco usando um dispositivo gammaCore® (SILBERSTEIN et al., 2016) e (B) estimulacéo
da concha cimbica da orelha usando eletrodos NEMOS® (FRANGOS; ELLRICH;
KOMISARUK, 2015).

Em 2005, o FDA (U.S. Food and Drug Administration) aprovou o uso da VNS para o

tratamento de depressdo farmacorresistente e epilepsia refrataria (BONAZ; SINNIGER;
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PELLISSIER, 2017b; DE FERRARI; SCHWARTZ, 2011; LEI; DUAN, 2019). Atualmente,
aproximadamente 100.000 pacientes ja foram tratados com a estimulacéo elétrica do nervo vago
para epilepsia e 5.000 para depressdo (BONAZ; SINNIGER; PELLISSIER, 2017b). A VNS se
mostrou também uma terapia potencial para o tratamento da inflamagéo gerada apos cirurgia
abdominal. Pacientes submetidos a esse procedimento sofrem de dificuldades na motilidade
gastrointestinal, causadas pela inflamacao gerada apos a realizagéo da cirurgia. A VNS invasiva
nesses pacientes ativou a CAIP e mostrou efeito anti-inflamatorio mediado pela ativacdo de
macrofagos e reducdo da producdo das citocinas IL-6 e IL-8 (LEI; DUAN, 2019;
STAKENBORG et al., 2017).

Em um estudo piloto de VNS invasiva em pacientes com Doenga de Crohn (DC), a VNS
foi usada como uma alternativa ao tratamento com anti-TNF-o e foi capaz de induzir a remisséo
da doenca nos pacientes com DC leve e DC ativa. Essa remissao foi observada por bidpsias que
mostraram significativa reducdo da inflamacao nos tecidos do célon. Além disso, foi observada
melhora na percepcédo da dor abdominal e humor dos pacientes. Sendo assim, este estudo sugere
que a VNS pode ser usada como uma alternativa ao uso do anti-TNF-a, j& que a estimulacdo
nervosa € mais barata do que essa terapia. Também ndo foram observados efeitos colaterais
importantes, nenhum efeito cardiaco clinicamente relevante e o dispositivo foi bem tolerado
(BONAZ et al., 2016; BONAZ; SINNIGER; PELLISSIER, 2017a).

Por dltimo, foi realizado um estudo recente de coorte em pacientes com artrite
reumatoide nos estagios iniciais da doenca, que ndo respondiam a terapia com metotrexato
(coorte 1) e pacientes em estagios avancados da doenca, tendo falhado vérias drogas
antirreumaticas (coorte 2). Nesse estudo, a VNS invasiva melhorou os sinais clinicos da doenca
em ambas as coortes, e essas respostas clinicas foram acompanhadas por reduces significativas
da liberacdo de TNF-a durante os periodos de remissdo da doenca. Os eventos adversos
relatados foram leves a moderados, incluindo rouquidao transitoria, rouquiddo pés-operatéria e
bradicardia intraoperatéria transitoria durante a cirurgia, entretanto, nenhum dos pacientes
desenvolveu infec¢do pds cirurgia. Portanto, os resultados obtidos nos estudos iniciais que
usaram a VNS em humanos encorajam a busca de uma melhor compreensédo dessa técnica como
alternativa terapéutica para diversas doencas inflamatérias em que a CAIP possa estar

envolvida.

Considerando a alta morbimortalidade observada e que somente 50% dos pacientes com
GVHD conseguem responder ao tratamento convencional a base de glicocorticoides, faz-se
necessario a busca por novas estratégias terapéuticas capazes de diminuir os sintomas, a
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mortalidade e os danos aos 6rgdos-alvo associados & doenca do enxerto-versus-hospedeiro.
Tendo em vista a contribuicdo da estimulacdo da CAIP na regulacdo da inflamacdo em outros
modelos e que ainda ndo ha estudos associando essa estratégia terapéutica a GVHD, nos

propulsemos investigar o seu efeito na resposta inflamatoria associada a doenga.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Compreender o papel da via anti-inflamatoria colinérgica na modulacdo da resposta

inflamatoria associada a doenca do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD).

2.2 Objetivos especificos

1.

Avaliar o efeito da VNS elétrica na lesdo intestinal e hepatica em camundongos
submetidos a GVHD;

Avaliar o efeito da VNS elétrica nos niveis de citocinas e quimiocinas intestinais,
hepaticas e esplénicas em camundongos submetidos a GVHD;

Avaliar o efeito da VNS elétrica no perfil leucocitario do sangue em camundongos
submetidos a GVHD;

Avaliar o efeito da VNS elétrica no acimulo de neutrofilos e macréfagos no intestino,
figado e baco, por meio da expressdo de NAG e MPO, em camundongos submetidos a
GVHD;

Avaliar o efeito da VNS elétrica nos parametros morfoldgicos e fisioldgicos do coragédo
de camundongos submetidos a GVHD;

Avaliar o efeito da VNS elétrica na evolucdo dos aspectos clinicos e sobrevida em

camundongos submetidos a GVHD.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos das linhagens C57BL/6J e Balb/c, ambos machos, com
oito a doze semanas de vida e fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Federal
de Minas Gerais. Os animais foram acondicionados em ambiente com temperatura controlada
e acesso livre a &gua e comida. Todos o0s procedimentos experimentais realizados na execucao
deste estudo foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA-UFMG) atraves do protocolo 40/2018. Ressalta-se que em todos os ensaios 0s devidos

cuidados foram tomados para minimizar o sofrimento dos camundongos.

3.2 Estimulacéo elétrica do nervo vago

Os camundongos receptores, C57BL/6J, foram anestesiados com uma injecao
intraperitoneal (i.p) de cetamina e xilazina. O ramo cervical esquerdo (RCE) do nervo vago,
que é adjacente a artéria carotida esquerda, foi identificado, separado da artéria e sobreposto ao
eletrodo de estimulacéo elétrica. Foi aplicado um pulso de onda com frequéncia de 5 Hz, largura
de 0,1 ms e intensidade de corrente de 1 V, por 2 minutos conforme o protocolo ja estabelecido
por Fonseca et al.(2019). Em seguida, foi realizada sutura no local da cirurgia. Seis horas apés

a VNS, os camundongos foram submetidos a inducéo da GVHD.

3.3 Inducéo da GVHD aguda

Como regime de condicionamento, os camundongos receptores, C57BL/6J, foram
irradiados letalmente com 9 Gy de radiagdo gama, divididos em duas doses de 4,5 Gy com
intervalo de duas horas, utilizando fonte de CO60, no Centro de Desenvolvimento de
Tecnologia Nuclear (CDTN) da UFMG. No mesmo dia da irradiacdo, ap6s 6hs da VNS, os
camundongos dos grupos GVHD e GVHD+VNS, receberam 3x107 esplendcitos e 1x107 células
da medula 6ssea do fémur isoladas de camundongos doadores da linhagem Balb/c (transplante
alogénico). O grupo controle do transplante foi constituido de camundongos C57BL/6J que
receberam células de camundongos também C57BL/6J, e, portanto, ndo desenvolveram a
GVHD (transplante singénico). Para a realizacao do transplante, uma suspensao de células foi
preparada a partir de um “pool” de células do bago adicionadas a um “pool” de células da

medula 6ssea femoral. O baco dos camundongos doadores foi retirado e gentilmente
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desmanchado em uma placa de Petri com um auxilio de uma peneira de Nylon em 5 mL de
meio RPMI incompleto gelado. Para isolamento das células da medula femoral, ambos os
fémures de cada camundongo foram retirados e suas cabecas cortadas com lamina de bisturi,
possibilitando a inser¢do de uma agulha 13x0,38 mm para lavagem da medula com 3 ml de
meio RPMI incompleto gelado. Posteriormente, as células foram colocadas em tubos Falcons,
identificados e separados para medula e bago. Os Falcons foram colocados na centrifuga Jouan
B4i Multifunction Centrifuge (Thermo Electron Corporation) a 4 graus Celsius e 1500 rpm (406
g) por 5 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido
em 10 mL de meio RPMI incompleto para a contagem do nimero de células em camara de
Neubauer, utilizando-se o corante Tripan na dilui¢do de 1:100. Esta contagem foi realizada para
analisar a viabilidade e o numero de células a serem injetadas no camundongo receptor. Todos
0S grupos experimentais receberam tratamento com antibidtico ciprofloxacino diluido em agua
filtrada (70 mg de antibidtico por litro de &gua filtrada ofertada na mamadeira dos
camundongos). A agua com o antibidtico foi trocada a cada 2 dias durante 15 dias apds a
irradiacdo para evitar doencgas secundarias a imunossupressdo gerada pela ablacdo total da

medula.

3.4 Avaliacdo dos parametros clinicos e sobrevivéncia

Apos a inducdo da GVHD, os camundongos foram avaliados de dois em dois dias para
analise dos parametros clinicos da doenca, utilizando uma escala clinica com pontuagdo de 0 a
12. Esta escala foi criada a partir de uma adaptacao da escala utilizada em trabalhos anteriores
do nosso grupo (BERNARDES et al., 2015; REZENDE et al., 2013). Os seguintes parametros
clinicos foram acompanhados: variacdo do peso corporal, piloerecdo, atividade, postura em
flexdo do tronco, ocorréncia de diarreia e presenca de sangue oculto nas fezes. Cada parametro
clinico recebeu uma pontuacdo de O (auséncia) a 2 (presenca) ou intensidade: leve
(0,5)/moderada (1)/intensa (2). A soma desses 6 parametros clinicos atingiu dessa forma, o
méaximo de 12 pontos. O sangue oculto foi verificado através do kit diagnostico da FECA-
CULT (InLab), de acordo com as instrucdes do fabricante. O aspecto do pelo (pelo arrepiado)
foi pontuado com 2 pontos quando apresentou altera¢fes ao longo de toda extensao dorsal do
camundongo, com 1 ponto se estava presente na regido dorsal anterior (cabeca e pescog¢o) dos
camundongos ou com 0 quando ndo foram observadas altera¢des. A pontuagéo da variagdo do
peso corporal foi dada a partir da anélise do percentual de peso perdido. Foi pontuado com 0 0

animal que ndo teve perda de peso corporal; 0,5 se a perda foi de até 10% do peso corporal
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inicial; 1 se a perda foi entre 10 a 20%; e 2 se a perda de peso corporal foi acima de 20%. A
postura foi graduada de acordo com o grau de inclinacao ou flexao do tronco. O animal recebeu
pontuacdo 0 quando ndo apresentou nenhuma inclinacgdo aparente; 0,5 para uma leve inclinagéo;
1 para uma inclinacdo moderada e 2 quando a inclinagdo se agravou, levando o camundongo a
assumir uma flexdo de tronco proxima do total com aproximacdo das patas dianteiras as
traseiras. A atividade foi pontuada com 0 quando ndo tinha alteracées, 0,5 quando foi observada
uma apatia leve, 1 para apatia moderada e 2 para apatia grave (letargia). As fezes dos animais
também foram avaliadas e pontuadas quanto a presenca de diarreia em 0 (fezes sem alteracdes),
1 (fezes pastosas) e 2 (fezes liquidas) e quanto a presenca ou ndo de sangue: 0 (auséncia), 0,5
(pequena quantidade de sangue) 1 (moderada quantidade de sangue) e 2 (grande quantidade de
sangue). Os camundongos também foram monitorados diariamente para a verificacdo da
mortalidade. Os parametros clinicos foram analisados de 2 em 2 dias até que o grupo GVHD

apresentasse 100% de mortalidade.

3.5 Confecgéo de 1aminas histologicas

O jejuno e ileo do intestino delgado e o lobo direito do figado, foram retirados dos
camundongos dos grupos estudados no inicio da mortalidade para confeccdo das laminas
histologicas. Os intestinos foram retirados inteiros, lavados com PBS, estendidos em papel, e
abertos pela borda anti-mesentérica. As por¢oes do jejuno e ileo foram separadas e preparadas
em forma de rocamboles, conforme descrito em Arantes e Nogueira (1997). Os rocamboles
foram armazenados em formol tamponado 4% em PBS por 24 horas e, em seguida em alcool
70% até o seu processamento. Durante 0 seu processamento os tecidos sofreram desidratacéo,
realizada através de passagens consecutivas em etanol em diferentes concentracdes (80%, 90%,
absoluto I, Il e Il — 30 minutos cada); diafanizagdo com xilol (I e 1l - 20 minutos cada) e
embebidos em parafina liquida (Paraplast Sigma) (I e Il — 30 minutos cada). Os tecidos foram
incluidos em férmas de papel contendo parafina liquida, onde permaneceram por 24 horas. Os
blocos foram levados ao microtomo e cortes dos tecidos (espessura de Spum) foram realizados.
As laminas contendo os cortes foram entdo desparafinizadas (xilol I e 11 — 20 minutos e alcool
absoluto I, 11 e 111, 90%,80%, 70% - 2 minutos em cada) e coradas com hematoxilina (20
segundos) e eosina (50 segundos) (coloracdo H&E). Em seguida, as laminas foram desidratadas
e montadas com laminulas e balsamo do Canada sintético. O lobo direito do figado foi também
retirado, armazenado em formol tamponado 4% PBS e foram confeccionadas laminas

histologicas conforme descrito acima.
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3.6 Avaliacéo da graduacéo histopatoldgica

As camadas do epitélio, da lamina propria, da muscular e da serosa do jejuno-ileo dos
intestinos e o figado foram analisadas no microscopio éptico Olympus BX51 (Olympus,
Toquio, Japdo) utilizando-se objetivas de 10x e 20x. A quantificacdo dos parametros
histopatoldgicos da reacdo ocasionada pela GVHD foi realizada de acordo com uma adaptagao
de critérios utilizados por varios autores (BERNARDES et al., 2015; COLSON et al., 2004;
REZENDE et al., 2013; THIELE et al., 1989). Atribuiu-se um valor numérico as alteracfes

observadas nas trés camadas do intestino de acordo com os critérios abaixo:

Epitélio:

0 = sem alteracg0es;

1 = alteracdes reacionais discretas;

2 = alteracOes associadas com erosdo ou perda da arquitetura da regido das criptas ou da
superficie do epitélio;

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

superficie, com ou sem evidéncias de ulceracdo e perda das células caliciformes.

Lamina Prépria:

0 = aspecto normal,

1 = discreto aumento de mononucleares na lamina propria;

2 = discreto a moderado aumento de células inflamatorias, edema e congestéo;

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

Muscular e Serosa:

0 = sem alterac0es;

1 = discreto infiltrado e edema da serosa;

2 = moderado infiltrado inflamat6rio da muscular e serosa, em focos;

3 = sinais de necrose isquémica e intensas alteragcfes inflamatorias da muscular e da serosa.
Utilizando estes critérios somados, a por¢do do intestino que obteve pontuacdo de 0 a 3,

apresentava-se normal, ou com alteracGes discretas, 4 a 6 alteracbes moderadas e 7 a 9

alteracGes acentuadas. Exemplo: epitélio (3) + l&mina prépria (3) + muscular e serosa (3) =
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pontuacdo final 9 (alteracBes acentuadas nas trés estruturas). Foram examinados no minimo trés

animais por grupo, trabalhando-se com a média obtida por grupo.

No figado, atribuiu-se um valor numérico as alteracdes degenerativas do parénquima de acordo
com os critérios abaixo:

0 = normal,

1 = discreta vacuolizacdo citoplasmatica e eosinofilia focal;

2 = difusa vacuolizacdo, alteracdo da forma do hepatécito, alteragdes nucleares acentuadas;

3 = necrose hepatocitéria e vacuolizacao difusa, alteracdo da forma do hepat6cito e alteracdes

nucleares acentuadas.

Também foi avaliado o infiltrado inflamatdrio por meio da seguinte pontuacao:
0 = nenhum ou raro;

1 = discreto infiltrado na area periportal;

2 = presenca de infiltrado discreto ou moderado na area periportal e intralobular;

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

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

chegar a um indice maximo de 6 pontos.

3.7 Analise dos parametros fisiologicos do coragdo

A funcdo cardiaca dos animais foi avaliada in vivo de forma néo invasiva, utilizando um
sistema de ecocardiografia transtoracica de alta resolucdo (EcoDopplercardiografia) 14 dias
apos a inducdo e 35 dias apos a inducdo. Apds anestesia com isoflurano, os camundongos foram
posicionados em decubito dorsal sobre uma placa aquecida, equipada com eletrodos para
registro de eletrocardiograma que permite 0 monitoramento constante da frequéncia cardiaca,
e manutencdo da temperatura corporal em 37°C. Foram avaliados: volumes diastolico e
sistélico finais, fracdo de encurtamento, fragdo de ejecao, e débito cardiaco. A massa ventricular
esquerda, espessura das paredes ventriculares posteriores e espessuras do septo intraventricular
também foram avaliadas. Todos esses parametros foram calculados de forma automatica pelo

software do equipamento (VEVO 2100 VisualSonics, Toronto, Canada).
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3.8 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas por ELISA

Para realizacdo do ensaio de ELISA, a retirada do jejuno-ileo, figado e bago ocorreu
apos eutandsia dos animais que alcancaram um escore clinico entre 9 a 12 pontos, pois nesse
intervalo, a maioria dos sinais clinicos associados a GVHD atingiu sua pontuagdo maxima,
indicando a instalacdo da forma grave da doenca. Para aqueles animais que néo atingiram essa
pontuacao de escore, 0s 6rgdos analisados foram retirados no dia de eutanésia do ultimo animal
do grupo GVHD. Os niveis de citocinas e quimiocinas foram medidos em homogenatos destes
orgdos através de Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). Cem miligramas/mL do
jejuno-ileo (Umido), do lobo quadrado hepético e do baco foram homogeneizados com PBS
contendo antiproteases (0,1 mM PMSF, 0,1 nM benzetonio cloridrico, 10 mM EDTA e 20 KI
aprotinina A) e 0,05% de Tween20. As amostras foram colocadas na centrifuga Allegra X-30
(Beckman Coulter) por 10 minutos, a 10.000 rpm e 4°C. O sobrenadante foi utilizado para o
ensaio de ELISA com diluicBes de 1:2 para o jejuno-ileo e 1:3 para o figado e baco. O ensaio
de ELISA foi realizado conforme as instrugfes do fabricante (R&D System) e quantificado a

partir do comprimento de onda de 492 nm adquirido em leitor de placas.

3.9 Confeccao de laminas de esfregaco sanguineo

Um pequeno corte na extremidade da cauda dos camundongos foi realizado no 35° dia
apos a inducdo e uma pequena gota de sangue foi coletada diretamente da cauda e colocada
préxima a uma das extremidades da lamina de microscopia, jA& com a identificacdo do
camundongo. Com o auxilio de outra lamina (Iamina extensora), a gota de sangue foi colocada
em contato com sua borda, e foi realizado um movimento para tras tocando a gota com o dorso
em um angulo de 45°. Em seguida, foi realizado um deslizamento uniforme e suave de uma
lamina sobre a outra, em direcdo oposta a extremidade em que estava a gota de sangue. Depois
de completamente estendido, o sangue formou uma pelicula sobre a ldmina de vidro. O
esfregaco foi colocado em uma superficie limpa e deixado secar por 24 horas sem nenhuma
interferéncia. A coloracédo foi feita utilizando-se o kit de pandtico rapido (Laborclin). Foram
preenchidos 4 recipientes (cubas de Coplin) com os respectivos reagentes do Kit e um com &gua
destilada para retirada do excesso dos reagentes ao final do processo. As laminas foram
submergidas (com movimentos continuos de cima para baixo) por 5 segundos em cada uma das
solucdes (5 imersbes de 1 segundo cada, esperando escorrer bem entre as solucdes). Ao final

da coloracgdo, as laminas foram lavadas com agua destilada e esperou-se secar por 24 horas
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antes da leitura em microscopio. Posteriormente, as Iaminas foram analisadas ao microscopio
optico Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japdo) utilizando-se objetiva de 100x e 6leo de
imersdo. Para contagem diferencial dos leucocitos foram percorridas diferentes regides da
lamina até a contagem de 100 células. Esse procedimento foi realizado duas vezes e ao final foi
feita uma média das duas contagens.

3.10 Quantificag¢do do infiltrado de neutrofilos no tecido pelo método de atividade da
mieloperoxidase (MPO)

PorcGes de 100 mg/ml do baco, figado ou intestino dos animais foram ressuspendidos em
solucéo de NasPO4 0,05M (pH 5,4) contendo brometo de hexadeciltrimetilamonio a 3,5% p/v
(BUFFER 2). Em seguida, esta solucdo foi homogeneizada em vortex, congelada e
descongelada em nitrogénio liquido por 3 vezes e centrifugada a 4° por 15 minutos na centrifuga
Allegra X-30 (Beckman Coulter) a 10.000 rpm. Os sobrenadantes foram imediatamente
recolhidos e utilizados para o ensaio de MPO. A reagao foi iniciada ap6s a adigao de 25 pL do
sobrenadante recolhido apos centrifugacdo e pela adi¢do de 25 pL de TMB (3,3,5,5 —
tetrametilbenzidina), diluido em BUFFER 2 em placas de 96 pocos. A reacdo se processou a
37°C por 30 minutos. Posteriormente foi adicionado 100 puLL de H20- (0,002%) a cada pogo e a
placa foi novamente incubada a 37°C por 20 minutos. A reacdo foi finalizada ao serem
adicionados 100 puL de H2SO4 (1M) a cada pogo. As placas de 96 pogos foram lidas em leitor
de ELISA (Emax, Molecular Devices) a 450 nm. Os resultados foram expressos como

mudangcas na absorbéancia O.D. por miligrama de tecido.

3.11 Quantificagéo do infiltrado de macrdéfagos no tecido pelo metodo de atividade da n-
acetil-p-D-glicosaminidase (NAG)

PorcGes de 100 mg/ml do baco, figado ou intestino, foram ressuspendidas em solucéo salina
0,9% (4° C) contendo 0,15 v/v de Triton X-100 (Merck). Em seguida, essa solucdo foi
homogeneizada em vortex e centrifugada a 4° por 10 minutos a 10.000 rpm na centrifuga
Allegra X-30 (Beckman Coulter). Os sobrenadantes foram imediatamente recolhidos e
utilizados para o ensaio de NAG com dilui¢do de 1:2 para intestino e 1:3 para figado e baco. A
reacdo foi iniciada apos a adicdo de 100 uL do sobrenadante retirado apés centrifugacgéo e pela
adicdo de 100 pL de p-nitrofenil-Nacetil-B-D-glicosaminidina (Sigma), diluido em tampéo
citrato/fosfato (&cido citrico 0,1M; Na2HPO4 0,1 M; pH 4,5) na concentracéo final de 2,24mM.
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A reacdo se processou a 37°C por 30 minutos, em placas de 96 pogos. O término da reacéo foi
dado pela adicdo de 100 pL de tampao glicina 0,2M. (Ph 10,6). As placas de 96 pocos foram
lidas em leitor de ELISA (Emax, Molecular Devices) a 405 nm. O nimero de macréfagos foi
calculado a partir de uma curva padrdo da atividade de NAG expressa em aumento de
absorbancia a partir de macréfagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos estimulados
com tioglicolato 3%, conforme descrito no estudo de Barcelos et al. 2004. Os resultados foram

expressos como mudancas na absorbancia O.D. por miligrama de tecido.

3.12 Analises estatisticas

Os dados de escore histopatologico foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (One-way ANOVA), seguida do teste Newman-Keuls e as diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando P < 0.05. Os demais dados foram
analisados estatisticamente por teste t de Studente as diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando P < 0.05. Os dados foram expressos como média £ SEM.
As analises estatisticas e os graficos foram elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism
8.0.1.
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4. RESULTADOS
4.1 A VNS reduz lesdo intestinal e hepética associadas a GVHD

Inicialmente, buscamos compreender a influéncia da VNS em lesdes do intestino e
figado, ja que esses 6rgaos sdo comumente afetados pela GVHD aguda (MATSUKUMA et al.,
2016; NEUMANN et al., 2007). Para isso, avaliamos o efeito da estimulacéo elétrica do nervo
vago, 6 horas antes da inducdo da doenca, na graduacéo histopatoldgica do jejuno-ileo e figado
de animais submetidos a GVHD. Foi observado que camundongos do grupo GVHD
apresentaram lesdes graves nesses 0rgaos. A analise histolégica do intestino mostrou perda
parcial da arquitetura do Orgdo, aumento da celularidade, edema e congestdo. Alteracdes
degenerativas graves, ulceracdes da mucosa e areas de necrose focal nas camadas musculares e
serosas também foram observadas quando comparados com os animais do grupo controle
(Figura 10A-B). O grupo GVHD+VNS apresentou uma menor graduacdo histopatoldgica
global, apresentando preservagdo da arquitetura do tecido intestinal (Figura 10C e 10G). No
figado, destacou-se um infiltrado inflamatério moderado no parénquima lobular e mais
acentuado ao redor do espago-porta no grupo GVHD (Figura 10E). Foi observada ainda, uma
fibrose moderada ao redor dos ductos biliares. O grupo GVHD+VNS, por sua vez, apresentou
uma reducdo desse infiltrado e poucas areas apresentaram fibrose leve ao redor dos ductos
biliares, que culminaram na menor graduacgdo histopatoldgica observada nesse grupo (Figura
10F e 10H). Estes resultados destacam a importancia da estimulacdo da CAIP na reducdo da

lesdo de 6rgéos alvo da GVHD.
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Figura 10. A VNS reduz lesdo intestinal e hepética associadas a8 GVHD. A GVHD foi
induzida pelo transplante de esplendcitos e células da medula 6ssea de camundongos doadores
Balb/c para camundongos C57BL/6J. Camundongos que receberam células singénicas nédo
desenvolveram a doenca e foram denominados grupo controle. Apos a inducdo da GVHD os
camundongos foram eutanasiados no 35° dia (inicio da mortalidade) e foram coletadas amostras
do jejuno-ileo (A, B e C) e do figado (D, E e F) para analise histopatoldgica. Aspectos
histopatologicos de sec¢des do intestino (A, B e C) e figado (D, E e F) coradas com H&E. *
representa area com congestdo e a seta preta aponta area com infiltrado inflamatorio. Foi usada
escala de barra de 100 um para os painéis do intestino e 50 um para os painéis do figado. Os
resultados da graduacdo histopatoldgica (G e H) sdo apresentados como média £ SEM (n = 5).
* e #P< 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo GVHD, respectivamente.
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4.2 A VNS aumenta a concentracao intestinal de IL-10, TNF-a e CCL2 e reduz a
concentracéo hepatica de CCL2, CCL5 e TNF-a em animais submetidos a GVHD
Sabe-se que os danos teciduais no trato gastrointestinal (TGI) resultantes do regime de
condicionamento pré-transplante (irradiacdo e/ou quimioterapia) favorecem a ocorréncia de
GVHD ao promoverem a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias que desempenham papel
importante na fisiopatologia da doenca, tais como TNF-a e IFN-y, (BLAZAR; MURPHY;
ABEDI, 2012). Nesse contexto, realizamos um ensaio de ELISA para deteccdo das principais

citocinas e quimiocinas associadas ao desenvolvimento da doenca no intestino e no figado.

O grupo GVHD+VNS apresentou aumento na concentragéo intestinal de IL-10, TNF-a,
e CCL2 quando comparado ao grupo GVHD (Figura 11B-D). Néo foi observada diferenca nas
concentracOes de IFN-y, CCL3 e CCLS5 entre os grupos GVHD e GVHD+VNS (Figura 11A e
11E-F).
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Figura 11. A VNS aumenta a concentracdo de IL-10, TNF-a e CCL2 no intestino de
animais submetidos a GVHD. A GVHD foi induzida pelo transplante de esplendcitos e células
da medula Ossea de camundongos doadores Balb/c para camundongos C57BL/6J.
Camundongos que receberam células singénicas nao desenvolveram a doenca e foram
denominados grupo controle. Apds a inducdo da GVHD os camundongos foram eutanasiados
quando o escore clinico atingiu entre 9 a 12 pontos e as concentraces de IFN-y (A), TNF-a
(B), IL-10 (C), CCL2 (D), CCL3 (E) e CCL5 (F) foram avaliadas em homogenatos do jejuno-
ileo pelo ensaio de ELISA. Os resultados sdo apresentados como media + SEM (n = 5). *P <
0.05 quando comparados ao grupo GVHD.
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No figado, a VNS reduziu as concentracbes de CCL2, CCL5 e TNF-a nos animais
submetidos a GVHD (Figura 12B-C e 12E). N&o houve diferenga nas concentragdes de IFN-y,
CCL3 e IL-10 entre os grupos GVHD e GVHD+VNS (Figura 12A, 12D e 12F).
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Figura 12. A VNS diminui a concentracéo hepatica de CCL2, CCL5 e TNF-a em animais
submetidos a GVHD. A GVHD foi induzida pelo transplante de esplendcitos e células da
medula dssea de camundongos doadores Balb/c para camundongos C57BL/6J. Camundongos
que receberam células singénicas ndo desenvolveram a doenca e foram denominados como
grupo controle. Apos a inducéo da GVHD os camundongos foram eutanasiados quando o escore
clinico atingiu entre 9 a 12 pontos e as concentra¢des de IFN-y (A), TNF (B), CCL2 (C), CCL3
(D), CCLS5 (E) e IL-10 (F) foram avaliadas em homogenatos do figado pelo ensaio de ELISA.
Os resultados sdo apresentados como média £ SEM (n = 5). *P < 0.05 quando comparados ao
grupo GVHD.

4.3 A VNS inibe a atrofia esplénica associada a GVHD

O bago é um orgdo fundamental para a organizagdo e montagem da resposta imune
associada a GVHD, além de participar da via anti-inflamatoria colinérgica (BEILHACK et al.,
2005; KANASHIRO et al., 2017). Nesse sentido, realizamos uma analise mais detalhada desse
Orgéo, a partir da avaliacdo da atrofia esplénica e ensaios de ELISA para deteccao das citocinas
e quimiocinas associadas ao desenvolvimento da GVHD. A indugdo da GVHD causa atrofia
esplénica, o que néo foi observado no grupo GVHD+VNS (Figura 13A e B). Nao foi observada

diferenca entre os grupos em nenhuma das citocinas e quimiocinas analisadas (Figura 14).
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esplénica associada a GVHD. A GVHD foi induzida pelo transplante de esplendcitos e células
da medula Ossea de camundongos doadores Balb/c para camundongos C57BL/6J.
Camundongos que receberam células singénicas ndo desenvolveram a doenca e foram
denominados grupo controle. Apés a indugdo da GVHD, os camundongos foram eutanasiados
quando o escore clinico atingiu entre 9 a 12 pontos e os bacos foram coletados e pesados. Os
resultados sdo apresentados como média + SEM (n = 5). *P < 0.05 quando comparados ao
grupo GVHD.
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Figura 14. Efeito da VNS nas citocinas e quimiocinas no baco. A GVHD foi induzida pelo
transplante de esplendcitos e células da medula 6ssea de camundongos doadores Balb/c para
camundongos C57BL/6J. Camundongos que receberam células singénicas ndo desenvolveram
a doenca e foram denominados grupo controle. Apés a indugdo da GVHD os camundongos
foram eutanasiados quando o escore clinico atingiu entre 9 a 12 pontos e as concentracdes de
IFNy (A), TNF (B), IL-10 (C), CCL2 (D), CCL3 (E) e CCL5 (F) foram avaliadas em
homogenatos do bago pelo ensaio de ELISA. Os resultados sdo apresentados como media +
SEM (n =5). *P < 0.05 quando comparados ao grupo GVHD.
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4.4 A VNS previne a linfopenia e neutrofilia associadas a GVHD

Durante o desenvolvimento da GVHD podem ser observados quadros de linfopenia,
assim como um aumento na densidade de neutrofilos. A ocorréncia de ambos 0s casos esta
associada a prognosticos desfavoraveis da doenca (AVERSA et al., 1998; KEEVER et al.,
1989; NOEL etal., 1978; ROSS et al., 2013; GOLOB et al., 2017; HULSDUNKER et al., 2018;
MARTIN, 2018; ZEISER, 2019). Nosso proximo passo foi entdo avaliar a porcentagem desses
leucécitos no sangue por meio do esfregaco sanguineo de animais dos diferentes grupos
estudados. Observamos que a VNS preveniu a leucopenia (Figura 15A) e neutrofilia (Figura
15B) relacionadas a GVHD.
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Figura 15. A VNS previne a leucopenia e neutrofilia associadas a GVHD. A GVHD foi
induzida pelo transplante de esplendcitos e células da medula 6ssea de camundongos doadores
Balb/c para camundongos C57BL/6J. Camundongos que receberam células singénicas nédo
desenvolveram a doenca e foram denominados grupo controle. No dia 35 ap6s a inducdo da
GVHD amostras sanguineas foram coletadas para realizacdo de esfregago e contagem
diferencial de leucdcitos. (A) Porcentagem de linfécitos e (B) Porcentagem de neutréfilos no
sangue. Os resultados sdo apresentados como meédia £+ SEM (n = 5). *P < 0.05 quando
comparados ao grupo GVHD.

4.5 A VNS reduz o acumulo de neutrofilos no baco e macréfagos no figado de animais
submetidos a GVHD

Neutrofilos e macrofagos podem ser ativados pelo regime de condicionamento e isto
contribui para a patogénese da GVHD (HULSDUNKER et al., 2018; WU et al., 2020). Sendo
assim, com o objetivo de analisar a presenca de neutrofilos e macréfagos nos principais 6rgéos
alvo da doenca, foram realizados ensaios de MPO, que quantifica indiretamente a presenca de

neutrofilos e NAG, que quantifica indiretamente a presenca de macrofagos. Foi observada uma
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reducdo de neutrofilos no bagco (Figura 16C) e uma reducdo de macrofagos no figado de

camundongos submetidos a VNS (Figura 16E) em comparacgédo ao grupo GVHD.
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Figura 16. A VNS reduz o acumulo de neutrofilos no bago e macréfagos no figado de
animais submetidos a GVHD. A GVHD foi induzida pelo transplante de esplendcitos e células
da medula Ossea de camundongos doadores Balb/c para camundongos C57BL/6J.
Camundongos que receberam células singénicas ndo desenvolveram a doenca e foram
denominados grupo controle. Apds a inducdo da GVHD os camundongos foram eutanasiados
quando o escore clinico atingiu entre 9 a 12 pontos e as concentragdes de MPO (A-C) e NAG
(D-F) foram avaliadas em homogenatos do intestino, figado e bago. Os resultados s&o
apresentados como média + SEM (n = 5). *P < 0.05 quando comparados ao grupo GVHD.

4.6 A VNS previne danos cardiacos associados a GVHD

Tendo em vista a participagcdo do nervo vago no controle da pressdo arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) (ARDELL et al., 2015) e que ,em alguns casos, a GVHD pode causar
alteragcdes cardiacas em pacientes pediatricos e adultos jovens (ROBERTS et al., 2006),
avaliamos o efeito da VNS nos pardmetros fisioldgicos do coracdo, de forma a garantir sua
seguranca terapéutica e o seu efeito nos possiveis danos cardiacos relacionados a GVHD. A
partir da realizacdo de um ecocardiograma, observamos que a VNS foi associada a manutencéo

do debito cardiaco (Figura 17A) e fracéo de ejecéo (Figura 17B) no inicio dos sinais da doenca,

50



assim como preveniu a reducdo da espessura do septo intraventricular observada no grupo
GVHD (Figura 17C) no inicio da mortalidade.
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Figura 17. A VNS previne danos cardiacos associados a GVHD. A GVHD foi induzida pelo
transplante de esplendcitos e células da medula dssea de camundongos doadores Balb/c para
camundongos C57BL/6. Camundongos que receberam células singénicas ndo desenvolveram a
doenca e foram denominados grupo controle. No inicio dos sinais da doenca (14 dias apos a
inducdo) e no inicio da mortalidade (35 dias ap6s a inducdo), os camundongos foram
submetidos a ecocardiografia transtoracica de alta resolucdo (EcoDopplercardiografia). Apos a
inducdo anestésica com isoflurano, os camundongos foram mantidos em uma temperatura
corporal de 37°C e posicionados para registro do eletrocardiograma que permite o
monitoramento constante da frequéncia cardiaca. Todos os parametros foram calculados de
forma automatica pelo software VEVO 2100 VisualSonics. Os resultados sdo apresentados
como média = SEM (n = 5). *P < 0.05 quando comparados ao grupo GVHD.

4.7 A VNS reduz a morbidade e a mortalidade associadas a GVHD

Por altimo, apds observarmos que a estimulacéo elétrica do nervo vago reduziu as lesdes
nos orgdos alvo da GVHD e melhorou diversos parametros inflamatorios associados a doenca,
buscamos compreender se a estimulacao elétrica da CAIP seria capaz de reduzir a morbidade e
a mortalidade associadas a GVHD. NOs observamos que o grupo GVHD apresentou alta
morbidade (Figura 18A) e elevada taxa de mortalidade (Figura 18B). De maneira relevante,
uma unica sessdo de VNS reduziu os sinais clinicos (Figura 18A) e a mortalidade associadas a
GVHD (Figura 18B).
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Figura 18. A VNS reduz a morbidade e mortalidade associadas a GVHD. A GVHD foi
induzida pelo transplante de esplendcitos e células da medula 6ssea de camundongos doadores
Balb/c para camundongos C57BL/6J. Camundongos que receberam células singénicas ndo
desenvolveram a doenca e foram denominados como grupo controle. Apos a inducao da GVHD
os camundongos foram avaliados de dois em dois dias para anélise dos parametros clinicos
relacionados a doenca e eutanasiados quando o escore clinico desses animais atingiu entre 9 a
12 pontos (A) e sobrevivéncia (B). Os resultados séo apresentados como média £ SEM (n = 5).
* e #P< 0.05 quando comparados ao grupo controle e ao grupo GVHD, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

O transplante alogénico de células hematopoéticas € um tratamento cada vez mais utilizado
para doencas malignas hematoldgicas. Nos ultimos anos, melhorias na profilaxia,
monitoramento de infeccGes, estratégias imunossupressoras e medidas de cuidados e suporte
melhoraram os resultados apds este procedimento. Apesar desses avancos, a GVHD permanece
uma barreira significativa para o uso mais difundido do TCTH alogénico devido a alta
morbidade e mortalidade dessa doenca e as complicacfes resultantes da sua prevencdo e
tratamento (ALI; DIPERSIO; SCHROEDER, 2016; FERRARA, 2007; LEVINE, 2011,
MESSINA et al., 2008).

Uma vez que ocorre uma inflamacao sistémica na GVHD, 0 uso de imunossupressores a
base de esteroides é a terapia de primeira linha, porém, além da imunossupressao sistémica em
altas doses causar também alta morbimortalidade, 50% dos pacientes ndo respondem a ela e
desenvolvem a GVHD refrataria a esteroides, o que estd relacionado a um prognostico
desfavoravel (ALI; DIPERSIO; SCHROEDER, 2016). Numerosas estratégias para tratar esses
pacientes com terapias de segunda e terceira linhas tém sido empreendidas, entretanto, no geral,
ocorrem baixas taxas de resposta associadas ainda a alta mortalidade (ALI; DIPERSIO;
SCHROEDER, 2016; GHIMIRE et al., 2017; MESSINA et al., 2008; QIAN; WU; SHEN,
2013). Diante disso, o estudo de estratégias terapéuticas que visam reduzir a inflamacéo

sisttmica observada na doenca € muito relevante.

Recentemente, o papel anti-inflamatorio do nervo vago foi descoberto a partir da ativagdo
da via anti-inflamatoria colinérgica, caracterizada como um circuito neuromodulador, que atua
inibindo a inflamacdo e faz a interface do sistema nervoso com o sistema imunoldgico
(BOROVIKOVA et al., 2000a, 2000b; EDWIN BLALOCK, 2002; PAVLOQOV et al., 2003;
TRACEY; CZURA; IVANOVA, 2001). Neste trabalho n6s demonstramos, pela primeira vez,
gue uma unica sessdo de estimulacgéo elétrica do nervo vago, realizada 6 horas antes da inducéo
da GVHD experimental, diminuiu a lesdo intestinal e hepatica, aumentou as concentracfes de
IL-10, TNF-0 ¢ CCL2 no intestino e reduziu as concentracdes de TNF-o, CCL2 e CCL5 no
figado. A VNS preveniu também a atrofia esplénica, a linfopenia e neutropenia associadas a
GVHD e reduziu o infiltrado de neutréfilos no bago e de macréfagos no figado. Quanto a funcéo
cardiaca, além de a VNS ter se mostrado segura, foi capaz de prevenir o dano cardiaco
observado em animais submetidos a doenca do enxerto-versus-hospedeiro. Estes fenémenos,

em conjunto, foram responsaveis pela reducdo dos sinais clinicos e da mortalidade associada a
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GVHD em animais estimulados eletricamente, o que confirma a importancia da CAIP para a
regulacao da resposta inflamatdria na doenca e destaca o potencial da VNS como uma terapia

futura para pacientes com a doenca do enxerto-versus-hospedeiro.

O trato gastrointestinal (TGI) e o figado sdo frequentemente afetados pela GVHD aguda.
A GVHD intestinal é caracterizada por sintomas como dor, nauseas, vomitos e diarreia
(CASTILLA-LLORENTE et al., 2014; NEUMANN et al., 2007; SNOVER et al., 1985). O
intestino delgado, particularmente o ileo, € a parte mais envolvida, na qual as analises
histologicas mostram edema da mucosa, apoptose, lise e perda focal de células epiteliais da
cripta, areas necroticas, morfologia da cripta destruida com erosdes e ulceracgdes e infiltrado de
linfécitos (NEUMANN et al., 2007; PONEC; HACKMAN; MCDONALD, 1999). O papel da
VNS em reduzir lesdes intestinais vem sendo estudado em diferentes modelos. Costantini e
colaboradores (2010) mostraram que a VNS elétrica preveniu danos na barreira intestinal
causados por queimadura. A VNS elétrica também limitou os danos teciduais em modelos de
lesdo intestinal por laparotomia (LANGNESS et al., 2017) e de ileo pos-operatdrio
(MURAKAMI et al., 2019). Além disso, a VNS induzida farmacologicamente foi capaz de
atenuar a inflamacdo intestinal em modelo de colite experimental (GHIA et al., 2006).
Corroborando esses estudos, em nosso trabalho, uma Unica sessao de estimulacdo elétrica do
nervo vago também foi capaz de diminuir os danos e manter a preservacdo da arquitetura
tecidual do jejuno-ileo. Este dado é relevante, uma vez que a GVHD gastrointestinal grave tem
dificil tratamento e o envolvimento do TGI é relatado em quase todos os casos de GVHD aguda
fatal (CASTILLA-LLORENTE et al., 2014; NEUMANN et al., 2007; SNOVER et al., 1985).

No intestino, observamos também um aumento da expressdo de TNF-o ¢ CCL2 nos
animais do grupo GVHD+VNS. A expressdo de CCL2 é desencadeada pela exposicdo a
estimulos inflamatérios, como IL-1B, TNF-a e IL-6 e foi descoberta pela primeira vez como
um quimioatraente para mondcitos, mas também atrai células T, células NK, macréfagos,
células dendriticas, e de maneira interessante, também é um agente quimioatrativo de células
supressoras de linhagem mieloide ou myeloid-derived suppressor cell (MDSCs) (CHANG et
al., 2016; GSCHWANDTNER; DERLER; MIDWOOD, 2019). As MDSCs representam uma
populacdo heterogénea de células mieloides imaturas que exibem notével capacidade de
imunossupressao e atividades tumorigénicas. Essa capacidade imunossupressora esta
relacionada com a producdo de IL-10 e TGF-f que atuam inibindo as fun¢des das células T
efetoras (UMANSKY et al., 2016; RAFEI et al., 2008). No contexto da GVHD, as MDSCs,

atuam diminuindo a gravidade da doenca ao inibir a funcdo das células T citotdxicas via
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arginase-1, além de desviarem o equilibrio Th1/Th2 em dire¢do a Th2, diminuindo os efeitos
da GVHD aguda em murinos e em modelo humanizado. Além disso, estudos anteriores em
outros modelos de doenca ja demonstraram a modulacdo dessas células no contexto da
estimulacdo do nervo vago (MOHAMMADPOUR et al., 2020; ZHENG et al., 2021). Um
estudo em modelo de colite demonstrou que a estimulagdo farmacoldgica da CAIP, por meio
dainfusdo local de ACh, reduziu os sinais clinicos da colite, melhorando a inflamacéo intestinal
em camundongos via modulacdo de MDSCs, que ao secretarem IL-10, foram capazes de
suprimir a resposta imune mediada por células T (ZHENG et al., 2021). No6s também
observamos um aumento na expressdo da IL-10 intestinal. Esta citocina regula negativamente
a resposta imune por inibicdo da ativacdo e proliferacdo de células T inflamatdrias e por sua
acao na geracdo, manutencdo e funcdo das células T regulatdrias que atuam controlando as
respostas inflamatérias (GROUX et al., 1996; TSENG et al., 2009). Assim, a expressdo de IL-
10 esté relacionada & melhor tolerdncia ao transplante alogénico (FERRARA et al., 2017;
GROUX et al., 1996).

Os macréfagos, uma importante fonte de citocinas durante a GVHD, podem ser
classificados, a principio, em M1 (classicamente ativado, pro-inflamatério) e M2
(alternativamente ativado, anti-inflamatdrio). O fendtipo M1 é caracterizado pelo aumento da
expressao de citocinas, como IL-1p, IL-6 e IL-12, bem como pela producdo de espécies reativas
de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio. Por outro lado, a polarizagdo M2 mostra maior
expressdo de IL-10 e arginase-1. O papel de uma série de quimiocinas na polarizacdo de
macrofagos em condicdes inflamatorias ja foi descrito, incluindo a CCL2. Foi evidenciado que
0 impacto da CCL2 na polarizagdo dos macrofagos nos tipos M1 e M2 parece ser dependente
do ambiente inflamatdério em que essas células se encontram, o que inclui a expressao de
citocinas e o estado de ativacao e polarizacdo das células ali presentes. Logo, a influéncia da
CCL2 em favorecer um determinado estado de polarizacdo é altamente dependente do contexto
(GSCHWANDTNER; DERLER; MIDWOOD, 2019). Hipotetizamos, entdo, que o aumento
observado de CCL2, em concomitancia com o aumento de IL-10 no intestino, esta relacionado
com seu papel quimioatraente de MDSCs e macréfagos, sugerindo ainda que esses macréfagos,
devido ao contexto que estdo inseridos, expressam caracteristicas fenotipicas do tipo M2. O
TNF-a, por sua vez, além de atuar na estimulacdo das MDSCs (ZHAO et al., 2012) ainda
poderia estar envolvido no aumento da producdo de CCL2 pelas células intestinais. Porém, sdo
necessarios experimentos adicionais para analise do perfil leucocitario intestinal, buscando a

marcacao de MDSCs e macrofagos M1 e M2 para confirmarmos essa hipotese.
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A apresentacdo clinica da GVHD hepética, por sua vez, pode variar de leve ictericia e
elevacdo das enzimas hepaticas a sindrome colestatica e hepatite fulminante. Histologicamente,
o figado do paciente com GVHD pode apresentar danos ao epitélio do ducto biliar, com
alteragdes epiteliais incluindo pleomorfismo, perda de polaridade e sobreposi¢do nucleares,
vacuolizacdo citoplasmatica e apoptose. O infiltrado de linfocitos, areas de necrose, dutopenia
e fibrose periportal, também podem ser observados (MATSUKUMA et al., 2016; SALOMAO
et al., 2016; SHULMAN et al., 1988; SNOVER et al., 1984). Recentemente, foi demonstrado
que a VNS elétrica foi capaz de reduzir o dano hepatico em modelo de lesdo hepatica por
isquemia-reperfusdo. Essa reducdo foi causada pelo aumento da producéo de glutationa, que
exerce funcdo antioxidante e também pela reducdo dos niveis séricos de AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase) e LDH (lactato desidrogenase), enzimas da
funcéo hepatica, o que diminuiu os prejuizos as células hepaticas (XIA et al., 2020; ZHANG et
al., 2019). Nesse mesmo modelo, a VNS farmacoldgica foi capaz de reduzir o infiltrado de
células inflamatdrias, inibir a expressdo de HMGB1 e suprimir a producdo de citocinas
inflamatorias, como TNF-a e IL-1, por meio da inibi¢do da ativacdo de NF-kB (LI et al., 2013,
2014; PARK; KANG; LEE, 2013). Além disso, a vagotomia cervical esquerda ou a
administracdo de inibidores da via anti-inflamatdria colinérgica levaram a producéo exagerada
de citocinas inflamatdrias, piorando o quadro de hepatite induzida por LPS e a denervagdo do
nervo vago hepético piorou também a hepatite fulminante induzida por Fas (HIRAMOTO et
al., 2008; LI et al., 2014). Corroborando esses dados, em nosso modelo de GVHD, a VNS
causou uma reducdo do infiltrado celular no figado e da fibrose nos ductos biliares, atenuando
a GVHD hepética.

Embora a GVHD aguda seja uma doenca sistémica, a resposta inflamatoria associada a ela
difere muito de acordo com o 6rgao envolvido. Na GVHD hepatica aguda, por exemplo, ha
mecanismos diferentes envolvidos na resposta inflamatéria observada, além daqueles que
envolvem o intestino (ARAI et al.,, 2016). Assim, espera-se que o0 controle da resposta
inflamatoria também seja diferente nesse 6rgdo. Durante o desenvolvimento da GVHD, a
expressdo de quimiocinas como CCL2, CCL3 e CCL5 é regulada positivamente no figado,
sendo essas moléculas necessarias para o recrutamento de células efetoras para esse 6rgdo
(GAVIN etal., 2002; HASEGAWA et al., 2008; ICHIBA et al., 2003; MAPARA et al., 2006).
Estudos também ja demonstraram que o bloqueio do TNF-a foi capaz de diminuir o infiltrado
de linfocitos e reduzir a proliferacdo de células T CD8" no figado, controlando a inflamacéo e
diminuindo os danos hepéaticos (COOKE et al., 1998; COURIEL et al., 2004; EL-HAYEK;
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ROGERS; BROWN, 2005; HOLLER et al., 1990; TESHIMA et al., 2002). Assim, a reducao
na expressdo de CCL2, CCL5 e TNF-a, observada nos animais submetidos a VNS, parece estar
relacionada a diminuicdo dos parametros inflamatorios e danos observados no figado desses
animais. Lai e colegas (2019) apresentaram em um estudo anterior, achados semelhantes em
modelo de lesdo hepética por isquemia-reperfusdo renal, onde os niveis de TNF-a no figado
foram significativamente reduzidos no grupo VNS em comparac¢do com o grupo doente, 0 que
contribuiu para os efeitos protetores da VNS elétrica. Em modelo de endotoxemia letal em
ratos, a estimulacdo elétrica do nervo vago também inibiu a sintese de TNF-a no figado,
impedindo o choque (BOROVIKOVA et al., 2000a). Ja em modelo de esteatohepatite induzida
pela dieta, a denervacdo vago hepética agravou a doenca pela regulacéo positiva da expressao
de mediadores pré-inflamatorios, incluindo TNF-a, IL-12 e CCL2 (NISHIO et al., 2017). Em
conjunto, esses dados demonstram a importancia da VNS no controle da inflamacéo e reducao

dos danos nos principais érgaos afetados pela doenca do enxerto-versus-hospedeiro aguda.

Além do figado e intestino, o bagco desempenha um papel central na patogénese da GVHD.
Esse 6rgdo contribui para o desenvolvimento e a disseminacéo periferica de células efetoras,
sendo ele o maior reservatério de células imunes presente no tecido linfoide secundario. Ele
também é importante para o fornecimento de células reguladoras (CLOUTHIER; FERRARA,;
TESHIMA, 2002; DEMETRAKOPOULOS; TSOKOS; LEVINE, 1982). Apesar da atrofia
esplénica em relagdo a GVHD aguda néo ser descrita de forma extensa na literatura, um estudo
de Glazier e colaboradores (1983), mostrou atrofia nos tecidos linfoides do timo, nédulos
linfaticos e bago em ratos que desenvolveram GVHD apds 20 dias do transplante. A atrofia
desse orgao também € descrita em pacientes com GVHD cronica, o que pode levar a infec¢des
com risco de vida (GLAZIER et al., 1983; PICARDI; SELLERI; ROTOLI, 1999). Com relagéo
a CAIP, ja foi descoberto que o baco é necessario para a regulagdo das citocinas como efeito da
estimulacdo do nervo vago. Em um estudo com modelo de endotoxemia foi visto, por exemplo,
que a retirada cirurgica do baco, inibe o efeito supressor da VNS nos macréfagos, favorecendo
a producdo de TNF-a (ROSAS-BALLINA et al., 2008). O baco, portanto, desempenha um
papel duplo, pois apesar de contribuir para a patogénese da GVHD, é também necessario para
as acOes anti-inflamatorias observadas apos a estimulacdo vagal (MARTELLI; MCKINLEY;
MCALLEN, 2014). Dessa forma, a atrofia esplénica relacionada a GVHD observada em nosso
trabalho pode ter comprometido a ativacdo da CAIP, contribuindo assim, para 0 agravamento

da doenga. Experimentos futuros deveréo ser realizados para confirmacdo dessa hipdtese.
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NOs observamos também que a VNS preveniu a linfopenia associada a8 GVHD, uma
condicdo que torna ainda mais critico o estado de salde de pacientes com a doenca. Como
consequéncia dos regimes de condicionamento empregados e os tratamentos que buscam a
supressao do processo inflamatorio associado a doenca, a capacidade de reconstituicdo dos
linfdcitos pode ser afetada (AVERSA et al., 1998; KEEVER et al., 1989; MOUTUOU et al.,
2018; NOEL et al., 1978; ROSS et al., 2013). A linfopenia que pode ocorrer ap6s o TCTH
alogénico pode perdurar por varios meses e é tipicamente mais grave em pacientes com GVHD.
Porém, as opcdes clinicas para acelerar a reconstituicdo de linfocitos, no caso desses pacientes,
sdo praticamente inexistentes devido ao risco de agravar a doengca (MOUTUQU et al., 2018;
SINHA et al., 2002). Como resultado da linfopenia, os pacientes ficam altamente suscetiveis a
infeccdo por uma ampla variedade de organismos bacterianos, virais e fungicos, sendo a
infeccdo causada pelo citomegalovirus a mais preocupante, normalmente ocorrendo entre 30 a
100 dias apos o transplante (LAPP et al., 1985; NOEL et al., 1978; ROSS et al., 2013). Dessa
forma, a prevencdo da linfopenia nos animais eletricamente estimulados se torna muito

relevante.

Além da reducdo na linfopenia, nossos dados de esfregago sanguineo apontam para uma
reducdo da neutrofilia no grupo GVHD+VNS. Varios trabalhos ja evidenciaram o papel dos
neutrofilos na doenca do enxerto-versus-hospedeiro. Estudos iniciais mostraram que altas
frequéncias desses granuldcitos estavam relacionadas a um resultado desfavordvel apds o
TCTH alogénico nos pacientes (GOLOB et al., 2017; HULSDUNKER et al., 2018; MARTIN,
2018; SCHWAB et al., 2014; ZEISER, 2019). Um estudo que usou uma abordagem de deplegéo
de neutréfilos baseada em anticorpos anti-Ly6G mostrou que o tratamento com este anticorpo
reduziu os nameros relativos e absolutos de neutrdfilos circulantes e, consequentemente,
melhorou a sobrevivéncia de animais com GVHD (SCHWAB et al., 2014). A ativagéo e
recrutamento dos neutréfilos sdo causados normalmente pelo regime de condicionamento que
gera danos ao epitélio intestinal e leva a translocacdo de bactérias. Mais recentemente, foi
demonstrado que os neutréfilos ndo somente causam danos aos tecidos apds migrarem, mas
também podem se direcionar para os linfonodos mesentéricos, onde estdo envolvidos na
apresentacéo de antigenos a linfocitos T (HULSDUNKER et al., 2018; SCHWAB et al., 2014).
Dessa forma, nossos dados demonstram que a terapia com a estimulacéo elétrica do nervo vago
foi capaz de alterar a porcentagem de células no sangue que estdo relacionadas ao
desenvolvimento e piores prognésticos para a GVHD, além de indicarem uma possivel

translocacdo bacteriana que devera ser confirmada em experimentos posteriores.
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Uma vez observadas as diferengas na expressao de citocinas e quimiocinas no figado e
intestino, inibicdo da atrofia esplénica e diferencas no perfil celular no sangue de animais
submetidos a estimulacdo elétrica do nervo vago, nos perguntamos se também haveriam
diferencas no perfil celular dos principais 6rgdos atingidos pela GVHD. A mieloperoxidase
(MPO), uma enzima restrita aos granulos azuréfilos dos neutrofilos, tem sido amplamente
utilizada como um marcador do acumulo de leucécitos polimorfonucleares em amostras de
tecido, assim como a N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), presente nos lisossomos, tem sido
empregada para detectar o acimulo/ativacdo de macréfagos em uma variedade de tecidos
animais e humanos (DA SILVA et al., 2014; LAMAITA et al., 2012). Ao realizarmos analises
de NAG e MPO no intestino, figado e baco, percebemos uma redugdo dessas enzimas no figado
e baco de animais submetidos a GVHD e estimulados eletricamente. Além da importancia ja
mencionada dos neutrofilos no desenvolvimento da GVHD, estudos recentes observaram,
especificamente, o papel dos neutréfilos esplénicos durante os processos inflamatorios.
Langereis e colaboradores (2017), demonstraram que durante a inflamacao aguda induzida pela
administracdo de LPS em voluntarios saudaveis (endotoxemia humana experimental),
diferentes subconjuntos de neutréfilos sdo mobilizados para a circulacao, inclusive neutrofilos
esplénicos. Essas células em conjunto com mondcitos, macréfagos e linfocitos T CD8*
esplénicos, foram as principais fontes de IFN-y durante a endotoxemia (LANGEREIS et al.,
2017). Recentemente, Chorny e colaboradores (2016), também relataram que os neutréfilos
perifoliculares esplénicos aumentam as respostas das células B da zona marginal do baco a
antigenos (CHORNY et al., 2016). Assim sendo, o menor acumulo de neutrofilos no bago dos
animais estimulados pode estar relacionado ao controle da resposta inflamatéria observada

Nesse mesmao grupo.

Além dos neutrofilos, outra célula muito importante para o desenvolvimento da GVHD é
o macréfago. Macréfagos hepaticos e células dendriticas sdo importantes para mediar o
recrutamento de células T alogénicas (ICHIKI et al., 2006). O infiltrado de macrdfagos ja é
considerado um biomarcador para a ocorréncia e desenvolvimento da GVHD, ja que estudos
recentes indicaram que um infiltrado macrofagico mais intenso estéa correlacionado a uma maior
gravidade da GVHD cutanea. Ademais, biopsias de figado de pacientes com GVHD letal
mostraram uma preponderancia de macréfagos CD68* no infiltrado inflamatério (HONG;
WAN; LI, 2020; PIERARD et al., 2013; TERAKURA et al., 2015). Com relacio a ativacio da
CAIP no figado, ja foi demonstrado que 0 a7nAChR é expresso por macrdfagos residentes

(Células de Kupffer) desse 6rgdo, atuando como o principal componente celular da regulacdo
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colinérgica da inflamacéo hepéatica (METZ; PAVLOV, 2018). Em um modelo murino de lesdo
hepatica aguda, a sinalizacao colinérgica aumentada foi relacionada a efeitos hepatoprotetores,
a partir da modulacdo de macrofagos residentes hepaticos (METZ; PAVLOV, 2018). Além
disso, em modelo hepético de lesdo por isquemia-perfusdo, a estimulacdo farmacolégica da
CAIP resultou na diminuicdo do infiltrado de células inflamatérias no figado, reduzindo os
danos causados pela lesdo. Em outro estudo de esteatohepatite ndo alcodlica, a VNS
farmacologica também se mostrou eficaz em promover a diminui¢édo da ativacao das células de
Kupffer e menor infiltrado de células F4/80" no figado, o que contribuiu para a supressdo da
progressdo da doenca em sua fase inicial (NISHIO et al., 2017; PARK; KANG; LEE, 2013).
Portanto, a inibi¢cdo do acimulo de macrdfagos no figado dos animais do grupo GVHD+VNS

provavelmente esta relacionada com a melhora histologica observada nesse 6rgéo.

O nervo vago tem importantes funcdes fisioldgicas e homeostaticas, além de suas funcdes
imunomoduladoras. A frequéncia cardiaca, por exemplo, é controlada por potenciais de acéo
transmitidos através do nervo vago para o no sinoatrial do coragdo, onde ha a liberacdo de
acetilcolina (HUSTON; TRACEY, 2011). Além disso, ja foram relatados na literatura alguns
casos de GVHD aguda clinicamente significativa envolvendo o coragédo (ROBERTS et al.,
2006). Os casos relatados incluem pacientes com bloqueio cardiaco completo, miocardite,
doenca arterial coronariana, cardiomadlise e insuficiéncia cardiaca aguda (PLATZBECKER et
al., 2001; RACKLEY et al., 2005; ROBERTS et al., 2006). Portanto, apesar de ja ter sido
descrito que é possivel ativar a via anti-inflamatdria colinérgica sem alterar significativamente
a frequéncia e as fungdes cardiacas (HUSTON; TRACEY, 2011), buscamos analisar 0s
componentes envolvidos com o funcionamento cardiaco, afim de garantir a seguranca da VNS
como potencial terapia para a GVHD. NOs observamos entdo que, além desse método
terapéutico ndo causar nocividade, a VNS foi capaz de prevenir os danos cardiacos associados
a GVHD. A estimulagdo da CAIP, por intermédio da VNS elétrica, apresentou efeitos protetores
cardiovasculares também em modelos animais de infarto do miocardio e lesdo miocardica por
isquemia-reperfusdo, por meio da reducéo da inflamacao e melhora da funcéo cardiaca, a partir
da promocgdo da angiogénese e arteriogénese no coragédo, reforcando a acdo da estimulagéo
elétrica em reduzir a lesdo cardiaca em diferentes modelos (LV et al., 2018; NUNTAPHUM et
al., 2018).

Por ultimo, estudos anteriores realizados por nosso grupo ja demonstraram que o controle
da resposta inflamatoria resulta na reducdo da morbidade e mortalidade associadas a GVHD.

Como, por exemplo, os tratamentos com a alga Lithothamnion muelleri ou com o inibidor da
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5-lipoxigenase, zileuton, foram capazes de reduzir a produgdo de mediadores inflamatorios,
incluindo TNF-a, CCL2 e CCL5 e diminuir as lesdes intestinais e hepaticas, o que resultou na
reducdo das taxas de letalidade e sinais clinicos associados a GVHD (REZENDE et al., 2013.,
REZENDE et al., 2017). Assim sendo, nos perguntamos se a mudanga em diversos parametros
relacionados ao controle da resposta inflamatéria no grupo de animais estimulados
eletricamente causaria também uma melhora na morbimortalidade associada a GVHD.
Observamos entdo, que apenas uma sessdo de estimulacdo foi suficiente para causar uma
melhora nos pardmetros clinicos, assim como maior sobrevida dos animais estimulados. Dessa
forma, acreditamos que a estimulagdo elétrica do nervo vago se mostra uma potencial terapia
para controle da resposta inflamatdria associada a doenca do enxerto-versus-hospedeiro,

contribuindo para reducéo da sua morbimortalidade.

6. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a atuacdo da via anti-inflamatoria colinérgica no controle da
resposta inflamatdria associada a doencga do enxerto-versus-hospedeiro. Nos camundongos que
foram submetidos a estimulacdo elétrica do nervo vago 6 horas antes da indugdo da GVHD,
observamos uma menor lesdo intestinal e hepéatica, somada com a inibicao da atrofia esplénica
relacionada a GVHD. Observamos também mudancas na expressao de moléculas importantes
na regulacdo da resposta inflamatoria, assim como mudancas no perfil celular sanguineo,
hepatico e esplénico dos animais estimulados. Os animais estimulados apresentaram ainda
menor escore clinico, assim como aumento da sobrevida. Dessa forma, acreditamos que a
estimulacdo elétrica do nervo vago pode ser uma potencial estratégia terapéutica usada no
tratamento da GVHD.
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7. PERSPECTIVAS

1. Avaliar o efeito da VNS elétrica no acimulo e perfil de leucocitos no intestino, figado,
baco e medula 6ssea por citometria de fluxo em animais submetidos a GVHD;

2. Avaliar o efeito da VNS elétrica na expressao intestinal, hepatica e esplénica do mRNA
da enzima colina-O-acetiltransferase (ChAT) em animais submetidos a GVHD;

3. Auvaliar o efeito da VNS elétrica na expressdo intestinal de a7nAChR por microscopia
confocal em animais submetidos & GVHD;

4. Avaliar o efeito da VNS elétrica na resposta do enxerto-versus-leucemia (GVL) em
animais submetidos a GVHD;

5. Avaliar o efeito da VNS elétrica na reconstituicdo da medula éssea em camundongos
submetidos a GVHD;

6. Auvaliar o efeito da VNS farmacoldgica na GVHD a partir da avaliagdo da sobrevida,
sinais clinicos e lesdo intestinal e hepética associada a doenca, em camundongos
tratados com GTS-21 e mecamilamina, agonista e antagonista seletivos do receptor

a7nAChR, respectivamente.
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