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RESUMO

A doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) ¢ um distirbio inflamatorio sist€émico que
ocorre apos o transplante alogénico de células hematopoiéticas, quando células imunes do
enxerto reconhecem disparidades antigénicas do hospedeiro. Estas disparidades envolvem
antigenos de histocompatibilidade maior (HLA) e menor (miHag). Quanto menor a
compatibilidade entre doador e receptor, maior o risco de DECH. Embora 6rgdos como
intestino, figado, baco e pele sejam os mais estudados, outros como pulmio, timo, rim e
sistema nervoso tém ganhado destaque. Neste estudo, investigamos o perfil celular e molecular
na medula espinhal e nos ginglios sensoriais da raiz dorsal (GRD) de camundongos com
DECH.Camundongos C57BL/6 foram submetidos a irradiacao letal (9Gy) e receberam infusao
intravenosa de esplendcitos e células da medula 6ssea de camundongos BALB/c. A progressao
clinica da DECH foi monitorada, evidenciando piora continua nos animais afetados, enquanto
o grupo controle permaneceu estavel. A mortalidade no grupo DECH iniciou-se no 16° dia e
atingiu 100% no 36° dia, enquanto o grupo controle apresentou 100% de sobrevivéncia.Na
analise molecular, foi observada elevacdo significativa da expressdo de IL-1B e TNF-a na
medula espinhal, e de IL-1B, CCL2 e IFN-y no GRD dos camundongos com DECH. Além
disso, imunofluorescéncia revelou acumulo de leucécitos nos GRDs. Utilizando o modelo de
DECH humanizado (DECHhu), por meio do transplante de células mononucleares de sangue
periférico humano (PBMCs) em camundongos NSG, verificou-se acumulo de células humanas
CD45+ nos GRDs e meninges.Para avaliar o impacto funcional da resposta inflamatoria,
analisamos parametros comportamentais. Camundongos com DECH percorreram menores
distancias e passaram menos tempo em pé sobre duas patas em compara¢do aos controles,
indicando comprometimento funcional associado a inflamagao no sistema nervoso.Esses dados
demonstram, de forma inédita, que a DECH provoca resposta inflamatéria na medula espinhal
e GRDs, estabelecendo esses 6rgaos como alvos potenciais da doenga.

Palavras-chave:DECH; SNC; Inflamagao.



ABSTRACT

Graft-versus-host disease (GVHD) is a systemic inflammatory disorder that occurs after
allogeneic hematopoietic cell transplantation when donor immune cells recognize host
antigenic disparities. These disparities involve major histocompatibility antigens (HLA) and
minor histocompatibility antigens (miHag). Lower compatibility between donor and recipient
increases the risk of GVHD. While organs such as the intestine, liver, spleen, and skin are
well-studied targets, others like the lung, thymus, kidney, and nervous system have gained
attention. In this study, we investigated the cellular and molecular profile in the spinal cord and
dorsal root ganglia (DRG) of mice with GVHD.C57BL/6 mice underwent lethal irradiation
(9Gy) followed by intravenous infusion of splenocytes and bone marrow cells from BALB/c
donor mice. GVHD progression was monitored, revealing a continuous worsening of clinical
signs in affected animals, whereas the control group remained stable. Mortality in the GVHD
group began on day 16 and reached 100% by day 36, while the control group showed 100%
survival.Molecular analysis showed a significant increase in IL-1f and TNF-o mRNA
expression in the spinal cord and IL-1B, CCL2, and IFN-y in the DRG of GVHD mice.
Furthermore, immunofluorescence revealed leukocyte accumulation in the DRGs. Using a
humanized GVHD (GVHDhu) model, with peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
transplanted into NSG mice, we observed the accumulation of human CD45+ cells in DRGs
and meninges.To evaluate the functional impact of the inflammatory response, behavioral
parameters were analyzed. GVHD mice traveled shorter distances and spent less time standing
on two legs compared to controls, indicating functional impairment associated with nervous
system inflammation.These findings demonstrate, for the first time, that GVHD induces an
inflammatory response in the spinal cord and DRGs, establishing these organs as potential
targets of the disease.

Keywords: GVHD; CNS; Inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH)

O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas ¢ uma terapia amplamente
utilizada para tratar diversas doencas, incluindo hematolédgicas, tais como leucemia mieldide
aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfomas, mieloma multiplo, e ndo hematoldgicas, tais
como imunodeficiéncias, tumores sélidos, cancer testicular, neuroblastoma (DEVINE et al.,
2011; MCCURDY et al., 2019). Contudo, o sucesso dessa terapia pode ser limitado pela
toxicidade associada ao transplante, decorrente do regime de condicionamento (radioterapia
e/ou quimioterapia) e da resposta imunologica das células T do doador contra os aloantigenos
do receptor, que pode levar ao desenvolvimento da doenga do enxerto contra o hospedeiro
(DECH) (MCCURDY et al., 2019; PATEL et al., 2022).

A DECH foi inicialmente descrita por Dick van Bekkum, um cientista holandés
pioneiro na area de transplante de medula 6ssea, na década de 1950. Bekkum e sua equipe
realizaram experimentos fundamentais que ajudaram a delinear a reagdo do sistema
imunologico ao transplante de medula 6ssea, estabelecendo as bases para as praticas modernas
de transplante de células-tronco hematopoiéticas. Essa equipe conduziu estudos sobre os
efeitos da irradiagdo corporal total em resposta a "sindrome da radia¢ao", que afetou milhares
de pessoas expostas as bombas de Hiroshima e Nagasaki. Em 1956, eles conduziram
experimentos com transplante de medula d¢ssea em camundongos, comparando a sobrevivéncia
entre aqueles que receberam somente irradiagdo e aqueles que, além da irradiagdo, receberam
transplante de medula dssea isogénico ou alogénico (VRIESENDORP; HEIDT, 2016).

Os camundongos que receberam apenas irradiacdo morreram até o 20° dia devido a
aplasia medular, conhecida como doenga primaria ou sindrome da medula 6ssea, uma condi¢ao
em que a medula Ossea perde sua capacidade de produzir células sanguineas suficientes,
incluindo hemdcias, leucdcitos e plaquetas. Aqueles que receberam transplante isogénico
sobreviveram, enquanto os que receberam transplante alogénico faleceram apds 20 dias,
apresentando sintomas de uma sindrome secunddria. Esses camundongos conseguiram
reconstituir o sistema hematopoiético, mas desenvolveram faléncia multipla de 6rgaos e lesoes
graves na pele, intestino, figado e tecidos linfoides. O termo "doenca secundaria" foi entdo
substituido por "graft-versus-host disease" (DECH) em 1962 (VRIESENDORP; HEIDT, 2016;
FERRARA et al., 2009).
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O primeiro transplante de medula 6ssea em humanos foi realizado em 1956 pelo Dr. E.
Donnall Thomas, que mais tarde ganhou o Prémio Nobel de Medicina em 1990 pelo seu
trabalho pioneiro. Este procedimento inovador foi realizado em um paciente com leucemia e
envolveu a transferéncia de medula 6ssea saudavel de um gémeo idéntico. No Brasil, o
primeiro transplante de medula 6ssea foi realizado em 1979, por uma equipe liderada pelo Dr.
Ricardo Pasquini, no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HENIG;
ZUCKERMAN, 2014).

Este marco representou um avancgo significativo na medicina brasileira, contribuindo
para o desenvolvimento de técnicas e protocolos que hoje fazem parte da rotina de diversos
centros de tratamento do cancer e outras doencas hematologicas no pais. Embora existam
diferencas entre a DECH em humanos e a DECH experimental, modelos animais tém sido
utilizados desde a década de 1970 para compreender os mecanismos da reagdo inflamatdria
associada a doenca e desenvolver estratégias terapéuticas para o seu controle (HOWARD;
WOODRUFF, 1961; VRIESENDORP; HEIDT, 2016).

A doenga do enxerto contra o hospedeiro ¢ um disturbio inflamatério sistémico, que
ocorre quando as células imunes do enxerto reconhecem disparidades antigénicas do
hospedeiro, apos o transplante alogénico de células hematopoiéticas (alo-HSCT) (ZEISER.;
BLAZAR,2017; FERRARA et al.,2009; SUMMERS; SHETH.; BLEAKLEY, 2020). E uma
doenga que afeta cerca de 40% a 60% dos pacientes que recebem o transplante e causa alta
morbidade, impactando na morte de 15 a 40% dos pacientes transplantados. Isto ocorre
principalmente devido as diferengas entre os antigenos de histocompatibilidade maior (HLA)
(denominados MHC em camundongos) € menor (miHag) entre doador e receptor. Quanto
menor o grau de compatibilidade entre o doador e o receptor, maior ¢ a chance de desenvolver
DECH (FERRARA et al.,2009; HILL et al., 2017).

A resposta imunoldgica observada na DECH pode ser dividida em 3 fases. Na primeira
fase, chamada de aferente, ocorre o regime de condicionamento, aonde o organismo do
receptor ¢ preparado, sendo submetido a um regime de quimioterapia e/ou radioterapia com o
intuito de eliminar as células tumorais e evitar a rejeicdo do enxerto. Ja4 na segunda fase,
chamada fase de ativacdo ou fase eferente, ocorre a interagdo entre linfocitos T (LT) doados e
células apresentadoras de antigeno (APCs) do receptor, induzindo a proliferagdo e polarizagao
de linfocitos T em células T CD4" do tipo T helper (Thl), (Th2) e (Th17) e células T CD8"
citotoxicas, com liberagdo de uma “tempestade” de citocinas e quimiocinas. Por fim, a terceira

fase, fase efetora, ¢ caracterizada pela migracao das células T ativadas, que utilizam moléculas
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indutoras de apoptose (perforinas, granzimas e FasL) e liberam uma grande quantidade de
mediadores inflamatdrios responsaveis por agir no recrutamento de leucocitos para os Orgaos
alvo, sendo os principais, o intestino, o figado, a pele e, mais recentemente discutido, o
sistema nervoso (GOLDBERG; RIZZO, 2015; NASSEREDDINE et al., 2017;MALARD;
HUANG; SIM., 2020; BRAUN; ZEISER, 2021).

A DECH provoca sinais e sintomas relacionados a migracao das células T ativadas para
os orgdos alvo. Na pele, sdo percebidos sinais como exantema e lesdes. No figado, pode
ocorrer elevacdo de bilirrubinas, ¢ das enzimas fosfatase alcalina, alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Com relacdo ao trato gastrointestinal, podem ser
percebidos aspectos como diarreia, sangramento, dilatacdo luminal e ulceragdes irregulares no
intestino (FERRARA et al.,2009). O envolvimento do sistema nervoso na doenca do enxerto
contra o hospedeiro, vem recentemente sendo explorado, e alguns trabalhos t€ém apontado que
pacientes submetidos ao transplante alogénico podem apresentar complicagdes neuroldgicas
em algum momento, podendo apresentar disfuncao cognitiva, neuropatia craniana e convulsao,
sugerindo que a alorreatividade observada na DECH pode ser responsavel por essas
complicacdes. Dados publicados anteriormente de modelos murinos de DECH aguda
mostraram que as células T aloreativas podem se infiltrar no SNC e causar danos neuronais. A
analise de DECH aguda em camundongos mostrou déficits de mobilidade, detectado pelo teste
de nado forgado e déficits de aprendizagem, revelados em tarefas ativas de evitacdo de locais.
No entanto, a memoria de reconhecimento prejudicada, o comportamento exploratdrio
reduzido e o aumento da ansiedade observados em camundongos com DECH aguda do SNC
ndo foram detectados em camundongos com DECH cronica (RUGGIU et al.., 2017; CHEN,
2022; VINNAKOTA; ZEISER, 2021; LI et al., 2021).
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Figura 1. O regime de condicionamento pré-transplante (quimioterapia com ou sem
radioterapia) contribui para o desenvolvimento da DECH, por meio da destruicdo tecidual,
translocagcdo bacteriana através das células mucosas intestinais e liberagdo de citocinas
pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-1 e IL-7.
Lipopolissacarideo (LPS) e outros componentes da parede celular bacteriana que passam pela
mucosa intestinal danificada estimulam células mononucleares, amplificam a producdo de
citocinas inflamatorias e contribuem para a apoptose. Células imunologicas inatas participam
da destruicdo tecidual e producdo de citocinas, um fendmeno referido como "tempestade de
citocinas". Tanto as células apresentadoras de antigenos (APCs) do hospedeiro quanto do
doador iniciam respostas da DECH através da liberagdo de IL-12 e IL-23. Células T ativadas,
células natural killer (NK) e macréfagos mediam danos a 6rgaos-alvo através da producao de
citocinas e efeitos citotoxicos diretos sobre os tecidos-alvo (liberagdo de granulos citoliticos e
expressao do ligante CD95). A DECH aguda desenvolve-se em alvos parenquimatosos
contendo células altamente proliferativas (medula 6ssea, pele, figado, intestino e pulmdes)
(Adaptado de VAFAKEKOLATHU; RUTELLA, 2017).

Durante a DECH aguda, as células T do doador reconhecem os antigenos do receptor
como estranhos, levando a ativacdo das células Thl. Essas células produzem citocinas
pré-inflamatorias como IFN-y, TNF-a e IL-2, que amplificam a resposta imunologica e
promovem o recrutamento de macréfagos e outras células inflamatorias. Esse ambiente
inflamatorio ¢ o principal responsavel pelos danos teciduais nos 6rgaos-alvo. A ativacdo de
Th1 estd associada a um padrao de inflamacdo mais agressivo, pode causar lesdes intestinais
graves, com aumento da permeabilidade intestinal e enterite grave. A inflamacao hepatica ¢
exacerbada pela producdo de citocinas, que levam a danos hepaticos, como colestase e necrose
hepatocelular. O baco pode ser alvo devido a alta concentracdo de células imunes (KRENGER;

FERRARA, 1996;NIKOLIC et a.,2000;JIANG et al.,2021).
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As células Th2 produzem citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, que sdo mais associadas a
respostas humoral, promovendo a ativacao de células B. A resposta Th2 estd mais relacionada
com a DECH cronica, e estd associada a manifestacoes esclerodermiformes, com fibrose
cutanea e outras alteragdes cronicas na pele. Embora a resposta Thl seja mais envolvida na
fase aguda, a resposta Th2 pode ter um papel na fase cronica, promovendo fibrose hepatica e
danos colestaticos. A interacdo entre as respostas Thl e Th2 contribui para a gravidade ¢ a
cronicidade da DECH, com a fase aguda sendo mais Th1 dominante e a fase cronica associada
a uma resposta Th2 e a fibrose nos 6rgaos-alvo (NIKOLIC et a.,2000; JIANG et al.,2021).

Na DECH, os padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPs) e os padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs) desempenham um papel central na ativagdo do
sistema imunoldgico e na progressdo da resposta inflamatoria. Os PAMPs sdo moléculas
derivadas de patogenos, como lipopolissacarideos de bactérias, que sdo reconhecidos por
receptores especificos no sistema imune inato, como os receptores Toll-like (TLRs). J& os
DAMPs sao liberados por células do préprio organismo em situagdes de estresse ou dano,
como fragmentos de DNA ou ATP extracelular, e também ativam o sistema imunoldgico por
meio de receptores como os nucleotideos purinérgicos (P2X e P2Y) (TOUBAI et al.,2016).

Tanto os PAMPs quanto os DAMPs podem desencadear uma resposta imunoldgica
exacerbada, o que ¢ critico no contexto da DECH. Na fase inicial da DECH, o
condicionamento pré-transplante, como quimioterapia ou radioterapia, causa danos
significativos aos tecidos do paciente, levando a liberacdo de DAMPs. Esses sinais de dano
alertam o sistema imunologico, desencadeando a ativacao de células dendriticas, macrofagos e
outras c¢lulas do sistema imune inato, o que contribui para a ativagao subsequente de células T
(TOUBAI et al.,2016; NIKOLIC et a.,2000; JIANG et al., 2021).

A interagdo entre PAMPs, DAMPs, e a polarizacdo para as respostas Thl ou Th2 é um
fator importante na gravidade e na evolucdo da DECH. O reconhecimento de DAMPs,
liberados devido ao dano tecidual durante o condicionamento pré-transplante, pode amplificar
as respostas imunes e perpetuar o ciclo inflamatério, agravando o ataque as células saudaveis
do hospedeiro. Essa dinamica inflamatéria exacerbada, mediada por células T e citocinas
pro-inflamatoérias, ¢ uma das razdes pelas quais a DECH pode ser tdo devastadora para os
pacientes (TOUBALI et al., 2016; KRENGER; FERRARA, 1996; NIKOLIC et a.,2000; JIANG
etal., 2021).

Macrofagos desempenham um papel crucial na DECH, pois influencia tanto na

homeostase quanto em patologias, sendo conhecidos por sua alta diversidade funcional. A
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diferenciagdo, proliferagdo e sobrevivéncia da maioria das populagdes de macrofagos
dependem do fator estimulador de colonias 1 (CSF-1). Em resposta a citocinas e sinais
microbianos locais, os macrofagos adquirem diferentes perfis funcionais, levando a sua
classificagdo em "MI1" e "M2". Os macréfagos M1, classicamente ativados, sdo essenciais na
defesa contra bactérias, protozodrios, virus e tém um papel importante na imunidade
antitumoral. A ativa¢ao dos macrofagos M1 ¢ induzida por citocinas pro-inflamatorias, como
IFN-y e TNF-a, além de GM-CSF e lipopolissacarideos (LPS), componentes bacterianos. Essas
citocinas promovem a produ¢cdo de mediadores inflamatorios, como IL-1B, IL-6, e IL-12
(ALEXANDER et al., 2014)

Tanto as APCs do hospedeiro quanto as do doador desempenham papéis cruciais na
inicia¢do da doenca do enxerto contra o hospedeiro. As APCs do doador, presentes no enxerto,
contribuem para a progressdao da DECH, apresentando antigenos do receptor as células T do
doador e liberando citocinas inflamatérias, como IL-12 e IL-23, exacerbando a resposta
imunologica e agravando a destruicao tecidual (MALARD et al.,2023). A IL-12, uma citocina
produzida principalmente por APCs, como macrofagos e células dendriticas, tem papel central
na resposta inflamatoria aguda da DECH. Ela promove a diferencia¢do das células T CD4" em
células Thl, que sdao responsaveis por uma resposta inflamatéria exacerbada. Na DECH, as
APCs, tanto do receptor quanto do doador, secretam IL-12 em resposta ao reconhecimento de
antigenos do hospedeiro. A ativa¢do das células Thl resulta na produgdo de citocinas
pro-inflamatérias, como IFN-y e IL-2, amplificando o ataque imunolégico aos tecidos do
receptor. Esse processo leva a destruicdo tecidual, especialmente em 6rgdos como a pele, o
intestino e o figado (Hill et al., 2021).

Além disso, a [L-23, também liberada pelas APCs do doador e do hospedeiro, promove
a expansdo e manutenc¢do das células Th17. Essas células, por sua vez, produzem IL-17, uma
citocina fortemente associada a inflamacdo cronica na DECH. Embora a IL-23 esteja mais
relacionada a fase cronica da doenga, que envolve fibrose e disfun¢do prolongada dos 6rgaos,
ela também pode contribuir para a fase aguda ao sustentar a ativagdo de células T patogénicas,
ampliando a resposta inflamatoria (Hill et al., 2021). As APCs do hospedeiro desempenham
um papel essencial na apresentagdo de antigenos proprios (self-antigens) as células T do
doador, estimulando a liberacdo de IL-12 e IL-23. Essa a¢do ndo apenas inicia a diferenciagao
das células T em Thl e Th17, mas também amplifica a inflamag¢ao nos tecidos-alvo da DECH,

como o intestino, a pele e o figado.
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Quanto a prevencdo da DECH, geralmente sdo usados inibidores da calcineurina, como
ciclosporina ou tacrolimus, para redugao da expansao das células T efetoras (Teff), bloqueando
a interleucina-2 (IL-2) e evitando a ocorréncia da DECH aguda, mas isso inibe também as
células T reguladoras (Treg). Assim, o desafio central na profilaxia da doenca é controlar
seletivamente as Teff, ao mesmo tempo em que preserva as fungdes das Treg (TESHIMA;
HILL, 2021). O metotrexato (MTX) também ¢ utilizado, especialmente na profilaxia da
DECH, devido ao seu efeito anti-inflamatorio em baixas doses, uma vez que reduz a ativagdo
de células T. Contudo, em altas doses, 0 MTX pode causar toxicidade significativa, afetando o
sistema hematopoiético, renal e hepatico, além de causar lesdes na mucosa gastrointestinal.
Outra opgao terapéutica profilatica ¢ o mofetil micofenolato, que inibe a atividade das células
T e pode ser combinado com inibidores de calcineurina, particularmente ap6s transplantes nao
mieloablativos ou de corddo umbilical (GOOPTU et al., 2021; ALBANESE et al., 2022).

Por sua vez, os tratamentos para a doenca ja estabelecida, continuam centrados
principalmente no uso de corticosteroides como metilprednisolona e prednisona,
frequentemente combinados com inibidores de calcineurina como ciclosporina A e tacrolimus.
Estes agentes sdo cruciais para controlar a resposta imunoldgica exacerbada caracteristica da
DECH (MALARD; HUANG; SIM., 2020; SPYROU; LEVINE; FERRARA, 2022). Apesar da
eficicia desses tratamentos, observa-se que apenas cerca de 50% dos pacientes respondem
adequadamente, com os corticosteroides frequentemente associados a efeitos adversos graves,
como imunossupressdo, hiperglicemia e osteopenia (MALARD; HUANG; SIM., 2020;
SPYROU; LEVINE; FERRARA, 2022).

A DECH refrataria a esteroides ¢ uma condicao critica, resultando na morte em mais de
70% dos pacientes. A definicdo de DECH aguda refrataria a esteroides ainda ndo ¢ clara, mas
geralmente se considera a introdu¢do de uma segunda linha de tratamento se ndo houver
melhora em um 6rgdo-alvo dentro de trés dias ou se ndo houver resposta visivel até o décimo
quarto dia de tratamento (MEYERS et al., 2022). As terapias de segunda linha visam diferentes
alvos imunoldgicos, incluindo a deplecdo de células T ou a inibi¢do de sua ativagdo. Entre
essas opgOes estdo a globulina anti-timocito (ATG); anticorpos anti-CD52 (alemtuzumab);
iCasp9, que induz a apoptose em linfocitos T doados; e agentes como abatacept,
imunossupressor que atua como um modulador seletivo da coestimulacdo das células T;
sirolimus, um imunossupressor que inibe a resposta das células T e B ao interferir com a
sinalizacdo intracelular do mTOR, ajudando a controlar a resposta imune que causa a DECH e

pentostatina, um agente quimioterapico que inibe a adenosina deaminase (ADA), uma enzima
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essencial para o metabolismo das purinas e o funcionamento das células T. A inibicdo da ADA
pela pentostatina leva ao acimulo de adenosina, o que reduz a proliferacdo e a ativacao das
células T (MALARD; HUANG; SIM., 2020; ALSUKHON et al., 2018;0l1IAI et al., 2022).
Outros agentes terapéuticos mantém a populacdo de linfocitos T regulatorios, como a
ciclofosfamida, ou promovem a deplegdo de células B, como o rituximab (OlIAI et al., 2022).

Os antagonistas de receptores de quimiocinas, como o maraviroc, € agentes anti-TNF-a,
como etanercept e infliximab, também sdo considerados. Esses medicamentos modulam a
resposta inflamatoria, crucial para o controle da DECH, ao bloquear a sinalizacdo que promove
a ativacdo das cé€lulas T. Além disso, anticorpos anti-receptor de IL-2, como daclizumab e
basiliximab, e novas moléculas regulatérias, como atorvastatina e bortezomib, estdo sendo
exploradas devido as suas capacidades de reduzir a ativagdo de células T e prolongar a resposta
imune desejada (JULLIEN et al., 2022).

Apesar dos avangos, € crucial desenvolver terapias mais eficazes que permitam o
controle da DECH sem comprometer o efeito do enxerto-versus-leucemia (GVL). Este efeito ¢
essencial para a eliminacdo das células tumorais remanescentes, promovendo uma resposta
imunoldgica benéfica para a cura da doenga subjacente. O equilibrio entre GVL e DECH ¢ um
desafio continuo na gestdo pos-transplante, destacando a necessidade de estratégias que
maximizem o efeito GVL enquanto minimizam a incidéncia e gravidade da DECH (SHIMONI

et al., 2022).
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1.2 Modelos experimentais de DECH

1.2.1 Modelo alogénico entre duas linhagens diferentes de camundongos (Modelo de

DECH tradicional)

O modelo alogénico entre duas linhagens diferentes de camundongos ¢ um método
estabelecido e eficaz para estudar a patogénese da DECH. Este modelo proporciona uma
plataforma adequada para o desenvolvimento de novas terapias e para a compreensdao dos
mecanismos imunologicos subjacentes a doenga. No modelo alogénico de DECH tradicional,
células hematopoiéticas de um camundongo doador com linhagem geneticamente diferente sao
transplantadas para um camundongo receptor, levando ao desenvolvimento da DECH. Este
processo mimetiza as condi¢cdes em que a DECH ocorre em humanos apds transplantes
alogénicos de medula 6ssea ou células-tronco (SCHEURER et al., 2022).

A ablagdo da medula 6ssea pela irradiagdo letal induz imunossupressao, permitindo que
o enxerto de células do doador se estabelega sem ser atacado pelo sistema imunolégico do
receptor. A administracdo em duas doses ajuda a minimizar os danos colaterais aos tecidos ndo
hematopoéticos, melhorando a sobrevivéncia dos camundongos (SCHEURER et al., 2022; XIE
et al., 2018). Apos a irradiagdo, a infusdo intravenosa de esplendcitos e células da medula 6ssea
¢ fundamental. Os esplendcitos contém uma alta propor¢ao de células T maduras, essenciais
para o desenvolvimento da DECH. Essas células T reconhecem o tecido do receptor como
estranho e iniciam a resposta imunologica que causa a DECH. As células da medula 6ssea sao
necessarias para reconstituir o sistema hematopoético do receptor, garantindo um suprimento
continuo de células sanguineas, incluindo células do sistema imunoldgico do doador, que

participam da resposta da DECH (ZHAO; ZHANG; ZHENG, 2021).

1.2.2 Modelo Humanizado de DECH

Modelos murinos sdo ferramentas indispensaveis para o entendimento da patogénese
de diversas doencas e para o desenvolvimento de terapias mais eficientes, representando um
sistema vivo no qual ¢ possivel investigar os mecanismos biologicos € imunologicos
subjacentes as doencas, testar novas terapias e observar os efeitos dessas intervengdes em um

organismo complexo (BILLERBECK et al., 2016). Eles oferecem varias vantagens, incluindo
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a facilidade de manipulagdo genética, um ciclo de vida relativamente curto, e a existéncia de
uma vasta gama de ferramentas e técnicas bem desenvolvidas para estudo genético e
molecular. Esses modelos permitem a reprodu¢do de aspectos especificos da patogénese
humana, possibilitando uma compreensdo mais aprofundada dos processos envolvidos e o
desenvolvimento de terapias mais eficientes e direcionadas (ZHU et al., 2021; EHX et al.,
2018). Apesar disso, existem diferengas dos sistemas bioldgicos de camundongos e do
observado em humanos, principalmente em relagdo ao sistema imune, e por isso, foram
criados camundongos de linhagens propositadamente imunossuprimidas denominados
camundongos humanizados (Hu), como os NOD/Shi-scid IL2rynull (NOG), NOD/LtSz-scid
IL2rynull (NSG) e BALB/c Rag2nulllL2rynull (BRG) (OLIVEIRA et al., 2020;
BILLERBECK et al., 2016). Estes camundongos ndo possuem linfécitos T, linfécitos B,
células NK, e apresentam macrdofagos e células dendriticas (DCs) ndo funcionais. Por isso, sdo
capazes de receber infusdo de células humanas e sdo reconstituidos com estas células,
permitindo o estudo de varias doengas e mimetizando de maneira mais fidedigna os achados
clinicos observados em humanos. O desenvolvimento de DECH nos hu-camundongos ocorre
devido a xeno-reatividade de células humanas com moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe I e classe II (MHC I e II) do hospedeiro (OLIVEIRA et al.,
2020; BILLERBECK et al., 2016).

O transplante de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) para
camundongos humanizados induz DECH espontanea entre 15 ¢ 50 dias apds o transplante,
sem a necessidade de irradiagdo dos animais NSG receptores, ¢ foi este modelo de DECH

humanizado que foi utilizado em nosso projeto (EHX et al., 2018).

1.3 Sistema Nervoso

Do ponto de vista anatdmico o sistema nervoso pode ser dividido em sistema nervoso
central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). O SNC ¢ composto pelo encéfalo e pela
medula espinhal. A camada externa do cérebro, conhecida como cortex cerebral, é responsavel
pelas fungdes cognitivas superiores, como pensamento, € do processamento de informagdes de
natureza sensorial e motora (THAU; REDDY; SINGH, 2022).

A medula espinhal se continua inferiormente ao tronco encefalico e ocupa o canal
vertebral ao longo dos seguimentos correspondentes as regides da coluna vertebral: cervical,

toracica, lombar e sacral. Sua estrutura inclui a substincia cinza e a substincia branca. A
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substancia cinza, localizada no interior da medula espinhal e organizada em forma de
"borboleta", € composta por corpos celulares de neuronios e ¢ responsavel pelo processamento
de reflexos e pela transmissdo de informacdes motoras e sensoriais. A substancia branca, ao
redor da substancia cinza, ¢ composta por axonios mielinizados que formam feixes de fibras
nervosas, transmitindo sinais aferentes e eferentes, ou seja, responsaveis pela transmissao dos
estimulos entre o sistema nervoso central e o resto do corpo (DIAZ; MORALES, 2016). Entre
estes, temos o sistema nervos periférico, que os conecta anatomicamente. Entre seus
componentes temos os nervos, ganglios e terminais nervosos. Os ultimos ocupam diversas
regides e Orgdos, € se continuam como nervos que alcangam o tronco encefalico (nervos
cranianos) ou a medula espinal (nervos espinais). Os nervos espinhais emergem de cada
segmento da medula espinhal e conectam-na aos musculos e o6rgdos, transmitindo as
informacdes sensoriais ¢ motoras (DIAZ; MORALES, 2016; GANAPATHY; REDDY; TADI,
2022).

O SNP conecta o SNC a todas as outras partes do corpo e ¢ dividido em duas se¢des
principais: o sistema nervoso somatico € o sistema nervoso autdbnomo. O sistema nervoso
somatico controla as acdes voluntarias e transmite informacdes sensoriais do corpo para o
SNC. Anatomicamente, inclui os nervos cranianos e espinhais. Existem 31 pares de nervos
espinhais que emergem da medula espinhal e se distribuem pelas regides cervical, toracica,
lombar e sacral, conectando o SNC a diversas partes do corpo. Os nervos cranianos, por sua
vez, sao 12 pares que emergem diretamente do cérebro e t€ém fungdes especificas, controlando
a motricidade e a sensibilidade na cabeca e pescogo. Os nervos sensoriais do sistema nervoso
somatico transmitem informagdes cinestésicas, nociceptivas e térmicas que sao transduzidas
pelos receptores sensoriais e transmitida para o SNC, enquanto os nervos motores levam
comandos do SNC para os musculos esqueléticos, coordenando os movimentos voluntarios
(MURTAZINA; ADAMEYKO, 2023; PARAMEL MOHAN; RAMALINGAM, 2021; JANG;
GARRAWAY, 2024).

O sistema nervoso autdnomo regula func¢des involuntdrias, como as atividades
cardiacas, respiratorias e digestivas. Este sistema se divide em duas partes: o sistema nervoso
simpatico e o sistema nervoso parassimpatico. Em contraste, o sistema nervoso parassimpatico
promove atividades de "repouso e digestao", ajudando o corpo a relaxar e conservar energia.
Seus nervos tém origem no tronco encefalico e na medula espinhal sacral e utilizam nervos
cranianos, como o nervo vago (X par de nervos cranianos), para inervar 6rgdos internos e

promover fungdes calmantes e de recuperacdo. O sistema nervoso simpatico prepara o corpo
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para situagdes de estresse ou emergéncia, ativando a resposta de "luta ou fuga".
Anatomicamente, seus nervos originam-se da medula espinhal e formam cadeias de ganglios
simpaticas paravertebrais ao longo da coluna vertebral e se constitui também por pares de
ganglios pré-vertebrais (celiacos, renais e mesentéricos) (MURTAZINA; ADAMEYKO, 2023;
PARAMEL MOHAN; RAMALINGAM, 2021).

Os ganglios sdo 6rgdos que agregam corpos de neurdnios localizados fora do SNC.
Além dos ganglios simpdticos (paravertebrais, celiacos, renais e mesentéricos), que sao
localizados fora do canal vertebral, existem os ganglios sensoriais da raiz dorsal (GRD),
localizados acoplados a medula espinhal. Cada GRD ¢ uma massa de corpos celulares dos
neurdnios responsaveis pela funcao sensorial (JANG; GARRAWAY, 2024). Esses neuronios
desempenham papéis diversos, sendo alguns especializados na detec¢do de estimulos nocivos,
como 0s nociceptores. Sobre sua anatomia, reconhece-se uma regido rica em corpos neuronais,
e outra rica em axOnios. A parte rica em axOnios apresenta ndo apenas fibras centrais e
periféricas provenientes dos neurdnios contidos na parte rica em corpos neuronais, mas
compartilha também fibras motoras e do sistema nervoso autdnomo que compartilham a regido
ventral nessa parte (JIMENEZ-ANDRADE et al, 2008). Vale ressaltar que uma porcao
consideravel desse 6rgdo também ¢ envolvido por uma projecdo da meninge espinal, sendo,
portanto, um 6rgdo também exposto a0 mesmo microambiente molecular e estrutural que se
observa para o SNC (JOUKAL et al., 2016 ), como por exemplo, a variagdo dos componentes
do liquido cefalorraquidiano e ao contato com as estruturas que formam as superficies das
laminas meningeas (JOUKAL et al., 2016).

A infiltragdo celular no SNP ¢ um processo complexo, envolvendo recrutamento,
adesdo e migracao de células imunes, mediado por alteragdes na barreira endotelial e na matriz
extracelular. Esse fendmeno esta associado a diversas condigdes patologicas, como neuropatias
periféricas e esclerose multipla, que comprometem suas fungdes. Inicialmente, sinais quimicos,
como quimiocinas, orientam a quimiotaxia, enquanto citocinas, como TNF-a e IL-1,
promovem a comunicagdo celular e recrutam células imunes para combater infecgdes ou
remover tecidos danificados. A adesdo ao endotélio vascular ¢ facilitada por moléculas como
integrinas e selectinas, permitindo a migrac¢ao para areas inflamadas (WOFFORD et al., 2022;
SINGH et al., 2023).

A disfungao da barreira endotelial, frequentemente causada por alteragcdes na expressao
de proteinas de adesdo, como VCAM-1 e ICAM-1, aumenta a permeabilidade vascular,

intensificando a infiltragdo celular. No SNP, células T e B podem atacar diretamente seus
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componentes, enquanto macréfagos e microglia desempenham fung¢des que variam entre
protecao e destruicao, dependendo do microambiente inflamatério (WOFFORD et al., 2022;
SINGH et al.,, 2023). A resposta inflamatéria no SNP ¢ caracterizada pela liberagao de
citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-alfa, IL-1beta e IL-6, que aumentam a permeabilidade
vascular e provocam mudancas funcionais em células neuronais, como por exemplo, disturbios
da fun¢do sensorial, responsaveis pela hiperativacdo de componentes do aparato nociceptivo

(SAXTON; GLASSMAN; GARCIA, 2022; JANSEN et al., 2022).

1.4 Alteracdes do sistema nervoso central e periférico relacionadas a DECH

As manifestagdes clinicas da DECH no Sistema Nervoso Central sdo heterogéneas,
podendo envolver manifestagcdes cerebrovasculares, encefalite ou mielite. No caso da DECH
cronica, existem relatos que o envolvimento do SNC ¢ menos comum do que as lesdes do
Sistema Nervoso Periférico. No SNP, a DECH cronica pode ocorrer em diferentes niveis
anatomicos e envolver o nervo periférico, a jun¢do neuromuscular ou o musculo e féascia
adjacente (VINNAKOTA; ZEISER, 2021). Entretanto, o comprometimento do sistema nervoso
na DECH de forma geral, com énfase na DECH aguda, ¢ ainda pouco explorado, e os
mecanismos imunopatologicos da doenca do enxerto contra o hospedeiro no sistema nervoso
permanecem pouco claros (CHEN, 2022).

Segundo Ruggiu et al. (2017) em alguns casos de 6bito por DECH, a autopsia revelou
infiltragdo frequente de células T, apoiando a hipdtese de uma doenga do SNC imunomediada
apos o alo-HSCT. Ja em camundongos com DECH, as necropsias cerebrais, além de revelarem
infiltragdo de células T, demonstraram ativa¢do da microglia e anormalidades semelhantes a
angeite, que ¢ uma doenca que causa inflama¢do vascular das meninges, do parénquima
cerebral e da medula espinhal (RUGGIU et al., 2017; CHEN, 2022; VINNAKOTA; ZEISER,
2021). Apesar disso, os mecanismos relacionados a lesao do sistema nervoso mediada pela
DECH ainda precisam ser melhor elucidados.

As regides lombar e toracica do GRD sdo altamente inervadas e desempenham um
papel crucial na transmissdo de sinais sensoriais, incluindo a dor e outras sensagdes somaticas.
A regido lombar ¢ diretamente responsavel pela inervagdo dos membros inferiores e do tronco,
enquanto a regido toracica inerva dreas como o torax e o abdomen, sendo especialmente
relevantes para estudos relacionados a dor neuropdtica e a inflamagdo (AHIMSADASAN et

al.,2022; CHEN, 2022; JI; DONNELLY.; NOCELLI, 2013.).
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Essas areas sdo particularmente sensiveis a inflamacao periférica e central. Em
condi¢des de inflamagdo sistémica, como na DECH, as células imunes podem migrar para o
GRD, promovendo respostas neuroinflamatorias que afetam a fun¢do neural e podem causar
danos aos neurdnios sensoriais. Estudos indicam que a inflamagao cronica no sistema nervoso
periférico estd associada a ativacao glial no GRD, contribuindo para a sensibiliza¢do neural e
exacerbando os sintomas de dor.Essas caracteristicas fazem das regioes lombar e toracica alvos
importantes para a avaliagdo de infiltragdo celular e alteragdes imunologicas, com implicagdes
diretas no manejo de condi¢des inflamatorias e neuropaticas (AHIMSADASAN et al.,2022;
CHEN, 2022)..

Na DECH, os sinais clinicos mais comuns, como alteragdes intestinais e hepaticas,
lesdes de pele e sensibilidade exacerbada, podem ser associados ao comprometimento das
areas inervadas pelas regides lombar e tordcica da medula espinhal. Esses sintomas refletem
diretamente a resposta inflamatoria exacerbada e o dano tecidual causado pela ativagdo
imunologica, especialmente em locais ricos em terminagdes nervosas (AHIMSADASAN et
al.,2022; CHEN, 2022;JI; DONNELLY.; NOCELLI, 2013).

A andlise das células imunes nos GRDs pode mostrar a migracdo de células T,
macrofagos e outros mediadores inflamatérios que participam da resposta exacerbada,
correlacionando com sintomas clinicos como dor neuropatica e hipersensibilidade cutanea. Isso
refor¢a a relevancia da investigagdo dessas regides para entender melhor a relagdo entre as
alteragcdes celulares no GRD e as manifestagdes clinicas de dor e inflamagao nos pacientes com

DECH.
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2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a resposta inflamatoria que ocorre na medula espinhal e ganglios da raiz dorsal de

camundongos submetidos a DECH.

2.1. Objetivos especificos

1. Avaliar a sobrevida e evolugdo dos aspectos clinicos de camundongos submetidos 8 DECH;

2. Avaliar os niveis de citocinas e quimiocinas na medula espinhal e ganglios da raiz dorsal da

de camundongos submetidos a DECH;

3. Avaliar o actimulo de leucécitos na medula espinhal e ganglios da raiz dorsal de

camundongos submetidos 8 DECH em modelo tradicional e modelo humanizado da doenga;

4. Avaliar o comportamento de camundongos submetidos 8 DECH.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais:

Para o experimento de inducdo do modelo tradicional da DECH, foram utilizados
camundongos entre 8 e 12 semanas de vida, das linhagens C57BL/6J e Balb/c, provenientes do
Centro de Bioterismo da UFMG. Para realizagdo da técnica de microscopia confocal, foram
utilizados animais Cx3cr1®"S*?  Para o experimento de indu¢do do modelo humanizado de
DECH, foram utilizados camundongos entre 8 e 12 semanas de vida, da linhagem NSG. Todos
os animais foram acondicionados em ambiente com temperatura controlada e acesso livre a
agua e comida. Considerando a imunossupressao dos animais NSG, estes foram mantidos em
micro isolador e todo o material que teve contato com eles, incluindo comida e dgua, foram
autoclavados. Todos os procedimentos experimentais realizados na execugdao deste estudo
foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG)

através do protocolo 10/2024.

3.2 Inducio da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda: modelo

tradicional

3.2.1 Isolamento das células doadas

Os animais doadores foram eutanasiados com sobredose de cetamina (120 mg/kg) e
xilazina (6 mg/kg), seguida de deslocamento cervical. O baco dos camundongos foi removido e
macerado suavemente em uma placa de Petri utilizando uma peneira de Nylon de 70 um, em 5
mL de meio RPMI incompleto gelado. As células foram transferidas para um tubo Falcon e
deixadas decantar por 3 minutos para remover agregados. Em seguida, as células foram
centrifugadas a 350 g, a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi
ressuspendido em 10 mL de meio RPMI incompleto para contagem de células usando a cadmara
de Neubauer, com o corante Tripan na dilui¢ao de 1:200, para avaliar a viabilidade e o nimero
de células injetadas nos receptores.

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¢ao de uma

agulha 13x0,38 mm para lavagem da medula com 3 ml de meio RPMI incompleto gelado.



29

Posteriormente, as células foram colocadas em tubos Falcons, identificados e separados para
medula e baco. Os Falcons foram colocados na centrifuga a 4 graus Celsius e 1500 rpm (406 g)
por 5 minutos. Apds 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 diluigdo de 1:100. Esta contagem foi realizada

para analisar a viabilidade e o nimero de células a serem injetadas no camundongo receptor.

3.2.2 Irradiagdo e transplante nos camundongos receptores C57BL/6

Os camundongos receptores C57BL/6 foram submetidos a uma irradiacao letal de 9Gy
de radiacdo gama, administrada em duas doses de 4,5 Gy com um intervalo de duas horas,
utilizando uma fonte de cobalto-60 (CO60) no Centro de Desenvolvimento de Tecnologia
Nuclear (CDTN) da UFMG. No dia seguinte da irradiacdo, os camundongos receberam uma
infusdo intravenosa de 3 x 107 esplendcitos € 1 x 107 células da medula 0ssea isoladas dos
fémures e tibias de camundongos doadores parentais BALB/c. O grupo controle do transplante
foi composto por camundongos C57BL/6 que receberam células de outros camundongos
C57BL/6, mimetizando um modelo de transplante singénico, onde nao se desenvolve DECH.

Todos os grupos experimentais receberam tratamento profilatico com o antibidtico
ciprofloxacino, diluido em dagua filtrada (70 mg/L) e administrado via bebedouro. A 4gua
contendo o antibidtico foi trocada a cada 2 dias durante os primeiros 15 dias ap0s a irradiacao,
para prevenir infec¢des secundarias decorrentes da imunossupressdo induzida pela ablacao

total da medula Ossea.

3.2.3 Irradiagao e transplante nos camundongos receptores Balb/c

No experimento de imunofluorescéncia, foram utilizados como animais doadores,
camundongos reporter Cx3cr1“FS" " que carregam um alelo knock-in/knock-out da proteina
fluorescente verde monomérica (GFP) de Cx3cr1°"“"? com a finalidade de observarmos se
ocorre a infiltragdo de monocitos da circulagdo para o GRD em animais Balb/c receptores. Para
tanto, esses animais geneticamente modificados foram utilizados como doadores de células da
medula 6ssea e esplendcitos para animais Balb/c, mantendo o mesmo protocolo de isolamento
citado no item 3.2.1. Os camundongos receptores Balb/c foram submetidos a uma irradiagdo

letal de 7Gy de radiagdo gama, administrada em duas doses de 3,5 Gy com um intervalo de
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duas horas, utilizando uma fonte de cobalto-60 (CO60) no Centro de Desenvolvimento de
Tecnologia Nuclear (CDTN) da UFMG. No dia seguinte a irradiagao, os camundongos
receberam uma infusdo intravenosa de 1 x 107 esplendcitos e 1 x 107 células da medula 6ssea
isoladas dos fémures e tibias de camundongos doadores parentais Cx3cr1""S*?/C57BL/6J. O
grupo controle do transplante foi composto por camundongos Balb/c que receberam células de
outros camundongos Balb/c, mimetizando um modelo de transplante singénico, onde nao se

desenvolve DECH. O tratamento profilatico com ATB também foi realizado nesses animais.

3.3 Inducdo da doenca do enxerto-versus-hospedeiro (DECH) aguda no modelo

humanizado

Os camundongos receptores NSG foram utilizados em um modelo humanizado de
DECH. Para o experimento, os camundongos ndo foram submetidos a irradiagdo. O grupo
denominado DECHhu, foi constituido por camundongos que receberam uma infusdo
intravenosa de 1 x 107 células mononucleares de sangue periférico humano (PBMCs), retirado
de doador do sexo masculino e sem uso de medicameto, enquanto o grupo controle recebeu
uma infusdo de solucao salina 0,9%.

Para a infusdo das células, a suspensao de PBMCs foi preparada a partir de amostras de
sangue periférico humano. O sangue foi coletado e processado para isolar as células
mononucleares através de centrifugacdo em gradiente de densidade. Apds a separacdo, as
PBMCs foram lavadas em meio DMEM incompleto gelado e centrifugadas a 350 g, a 4°C por
5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi ressuspendido em 10 mL de
meio DMEM incompleto para contagem de células usando a cdmara de Neubauer, com o
corante Tripan na dilui¢do de 1:200, para avaliar a viabilidade e o nimero de células injetadas
nos receptores.

Um total de 1 x 10’ PBMCs foi injetado intravenosamente nos camundongos NSG do
grupo DECHhu, ressuspendido em salina 0,9%. Os camundongos do grupo controle receberam

apenas uma infusdo de salina na mesma quantidade e volume.
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Figura 2. Inducio da DECH no modelo tradicional e no modelo humanizado. (A) Indug¢do do modelo

tradicional de DECH e (B) modelo humanizado de DECH.

3.4 Monitoramento e Avaliacdo da Quimerizacao

O monitoramento da quimerizacdo em camundongos NSG foi realizado por citometria
de fluxo. As amostras foram coletadas semanalmente, por Pun¢do da Veia Submandibular
(Veia Facial), realizada no fluxo laminar, incluindo o grupo DECH e um animal do grupo
controle que recebeu apenas salina e nao desenvolveu a doenga. Apods a realizagdo da
imobilizacdo manual do camundongo, foi identificado um pequeno ponto sem pelos localizado
ao longo da curvatura da mandibula do camundongo. Nao foi realizada a assepsia no local da
puncdo com alcool etilico 70%, pois pode interferir na formagao da gota e interferir na coleta.
Com a ponta da agulha foi realizada uma pressao firme logo acima desse ponto sem pélos,
onde esta localizada a veia submandibular. A coleta foi realizada rapidamente, em um tubo
plastico conico de 1,5mL com EDTA (para prevenir coagulagdo). As gotas de sangue formadas
apos pung¢do da veia foram colocadas, até atingir o volume de 200 microlitros. Para realizar a
hemostasia, foi aplicado gentilmente pressdao no local da coleta, utilizando gaze estéril, antes
de retornar o animal a gaiola. Quando o animal apresentava apatia apos a coleta, foi realizada
reposicao do volume de sangue perdido, com salina estéril por via intravenosa. Para a lise de
hemadcias, adicionaram-se 2 mL de solu¢do ACK comercial as amostras, que foram incubadas

por 5-10 minutos para garantir a ruptura das hemadcias, mantendo as células nucleadas intactas.
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Posteriormente, as células nucleadas foram separadas das hemécias lisadas por
centrifugacdo a 350 g, a 4°C por 5 minutos. O pellet de células foi transferido para uma placa
de fundo em U, usando FACS buffer (soro fetal bovino (SFB) 2%, diluido em PBS) para
garantir a transferéncia completa e evitar ultrapassar a capacidade dos pogos, sendo 4 amostras
do grupo DECH, uma amostra de controle € uma amostra extra do grupo DECH, que ndo foi
marcada com anticorpos.

Para a andlise de quimerizacdo, utilizaram-se os seguintes anticorpos com diluicao
1:100: Anti-human CD45 FITC e Anti-mouse CD45 PECy7, Anti-human IgGl FITC e
Anti-human IgG1 PECy7. O mix de anticorpos foi preparado com 0,4 pl. de Anti-human
CD45 FITC, 0,2 uL de Anti-mouse CD45 PECy7, e 20 uL de FACS buffer por amostra, sendo
armazenado protegido da luz e no gelo. O mix de anticorpos foi adicionado a cada amostra,
que foram incubadas no gelo, protegidas da luz, por 30 minutos. Em seguida, as amostras
foram lavadas com FACS buffer e centrifugadas para remover os anticorpos ndo ligados. O
sobrenadante foi descartado e sobre o pellet foi adicionado 200 pL de Fixation buffer (PFA 1%
em PBS, pH 7.4) por pogo. Apds 20 minutos de incubagdo no gelo, a placa foi centrifugada a
300 g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado por inversdo rapida e adicionado
novamente 200 pl. de FACS buffer por poco. As amostras foram armazenadas na geladeira

protegidas da luz para leitura no dia seguinte.

3.5 Avaliacio dos parametros clinicos e mortalidade

Os seguintes parametros clinicos foram acompanhados a cada 2 dias nos dois modelos
de DECH: variagao do peso corporal, piloerecdo, integridade da pele, atividade, postura em
flexao do tronco e ocorréncia de diarreia. Cada parametro clinico recebeu uma pontuacao de 0
a 2 conforme sua presenca (2)/auséncia (0) ou intensidade: leve (0,5)/ moderada (1)/intensa (2)
conforme detalhado na tabela 1. A soma de todos os parametros atingiu no maximo 12 pontos.
Essa analise foi realizada no mesmo local, considerando a importancia da ambientacdo dos
animais, para obter resultados confidveis e evitar alteracdes de comportamento.

A lesdo na pele observada nos camundongos foi caracterizada por areas de eritema,
descamagdo e ulceragdo. A avaliagdo da integridade da pele incluia o monitoramento dessas
alteragdes, com pontuacdo proporcional a gravidade: leve (0,5) para eritema discreto,
moderada (1) para descamacdo ou pequenas areas ulceradas, e intensa (2) para ulceracdes

extensas ou sinais de infec¢ao.
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A atividade dos camundongos foi avaliada com base em seu comportamento geral.
Atividade leve (0,5) incluiu movimentos mais lentos, porém constantes; atividade moderada
(1) foi caracterizada por diminui¢do na interagdo com o ambiente e os outros camundongos,
com periodos de inatividade prolongados; e atividade intensa (2) indicou imobilidade ou
movimento minimo, sugerindo sofrimento significativo ou desconforto extremo.

Os critérios de eutanasia foram estabelecidos para garantir o bem-estar animal e
incluiram: Perda de peso corporal superior a 20% do valor inicial; Incapacidade de se alimentar
ou beber; Postura em flexdo do tronco associada a dor intensa, falta de resposta a estimulos ou
sinais de sofrimento intenso; Presenca de lesdes cutineas severas que ndo apresentassem sinais
de cicatrizacdo e estivessem associadas a infecgdes ou necrose € outros sinais graves de
comprometimento sistémico, como dificuldade respiratdria ou convulsoes .

Esses parametros clinicos foram monitorados até que um dos grupos experimentais
alcancasse 100% de mortalidade, permitindo uma avaliagdo continua da progressao da

condig¢do estudada nos camundongos.
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Tabela 1: Escala clinica. Verificagdo dos parametros clinicos ocasionados pela reacao
inflamatoria ocasionada pela DECH. Adaptada a partir de dados da literatura (COOKE et al.,
2001; COLSON et al., 2004; CASTOR et al., 2012; REZENDE et al., 2013; BERNARDES et
al., 2015).

Parametros Clinicos Pontuacao

0:Sem perda de peso
0,5: Perda de peso até 10%
1:Perda de peso entre 10 e 20%
2:Perda de peso superior a 20%

Peso corporal

0: Auséncia

. N 2:Presenca
Piloerecao

0: auséncia de lesao
1:0: Presenca de lesao moderada

Integridade da pele 2,0: presenca de lesdo maxima

0: sem alterag@o aparente
0,5: apatia leve
1,0: apatia moderada
2,0: letargia.

Atividade

0: sem inclinagao aparente
0,5: inclinacao leve
1,0: inclinacdo moderada
2,0: inclinagdo grave.

Postura

Diarreia 0: auséncia
1,0: pastosa
2,0: liquida

Total 12 Pontos

3.6 Avaliaciio dos parametros comportamentais

As estruturas cerebrais envolvidas nos comportamentos observados incluem o cortex
pré-frontal, que esta associado a tomada de decisdes e planejamento; a amigdala, que processa
emogdes e respostas ao medo; e o hipocampo, que € crucial para a memoria espacial e

navegacdo. Alteragdes no comportamento observadas no teste de campo aberto podem refletir
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mudancgas na fun¢do dessas estruturas e sao uteis para avaliar o impacto de intervengdes, como
tratamentos farmacologicos ou manipulagdes genéticas, sobre o comportamento do animal.
Este método ¢ amplamente utilizado devido a sua simplicidade, eficacia e capacidade de
fornecer informagdes valiosas sobre a atividade e a resposta emocional dos animais em
situagdes experimentais controladas (VOIKAR, STANFORD, 2023).

O sistema nervoso periférico, que inclui nervos sensoriais € motores, ¢ responsavel pela
coordenacdo dos movimentos e pela percep¢do do ambiente. Neste trabalho, para observagao
dos animais, foi construida uma caixa dividida em quadrados, com marcagdes no centro, € 0
espago entre uma marcagdo € outra representava 1 centimetro, totalizando 10 quadrados. Isso
permitiu uma medi¢do precisa da distancia percorrida pelos animais. Foi realizada a
observacdo dos animais em campo aberto durante 5 minutos. Foi quantificado, em centimetros,
o caminho percorrido e o nimero de vezes que os animais ficaram sobre as patas traseiras,
comparando o grupo controle e o grupo DECH. O teste foi realizado no inicio dos sinais da
doencga (11 dias apos o transplante) e no inicio da mortalidade (15 dias ap6s o transplante), por

um mesmo avaliador, baseado no protocolo de Mei et al. (2020).

3.7 Analise de citocinas e quimiocinas por PCR

Os GRDs foram coletados para andlises de expressdo de mRNA. O procedimento teve
inicio com a anestesia do animal, utilizando uma sobredose de cetamina (120 mg/kg) e xilazina
(6 mg/kg), assegurando a auséncia de dor e movimento. Apds isso, foi realizada uma perfusdo
intracardiaca com 3 ml de PBS (phosphate buffered saline), seguida de 3 ml de PFA 4%
(paraformaldeido).

A laminectomia foi realizada removendo a parte posterior em arco da vértebra, criando
uma abertura que permitiu o acesso aos GRDs. A 4rea ao redor da coluna foi desinfetada e os
pelos removidos, seguida de uma incisd@o na pele sobre o local correspondente ao ganglio da
raiz dorsal. A pele e os tecidos subjacentes foram cuidadosamente separados com bisturi e
lamina para expor as vértebras. Com a laminectomia finalizada, os ganglios foram isolados e
removidos com cuidado.

Foi utilizado o reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies Corporation- Carlsbad,
CA, EUA) para extragdo de RNA total dos tecidos coletados de acordo com as instru¢des do
fabricante. A pureza total do RNA foi determinada usando um espectrofotometro Nanodrop

1000 (Thermo Scientific- Waltham, MA, EUA). Foi analisada a taxa de absor¢do do
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comprimento de onda (260/230 nm e 280/260 nm) entre 1,8 e 2,0, respectivamente. Uma
mistura contendo a transcriptase reversa, SuperScript III, inibidor recombinante de
ribonuclease (RNAse Out; Invitrogen Life Technologies Corporation- Carlsbad, CA, EUA) e
ditiotreitol (DTT; 1 mM) foi utilizada para a transcri¢ao reversa do RNA total em cDNA. Para
PCR quantitativo, o reagente Power SYBR Master Mix (Invitrogen Life Technologies
Corporation Carlsbad, CA, EUA) e iniciadores (Integrated DNA Technologies- Coralville, 1A,
EUA) mais cDNA foram colocados em uma placa de 96 pogos em duplicata. Em seguida, foi
utilizado um sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA)
para realizar a reagdo programada: aquecimento inicial a 95 °C por 10 min, seguido de 40
ciclos a 95 °C por G60 segundos e 60°C por 1 min. O método 2-AACT foi usado para calcular
o limiar do ciclo (CT), e o nivel de expressdao serd normalizado pelos niveis de gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), em comparagdo com os controles tratados com PBS.

Para a andlise de citocinas e quimiocinas por PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase),

foi necessario primers especificos para cada alvo:
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Tabela 2:Primers.mRNA que foram utilizados para PCR,CCL2, CXCLI, IFN-y, IL-1P e

TNF-a e primers, Forward e Reverse.

mRNA Primer

CCL2 Forward: 5'-TCTGGGCCTGCTGTTGAC-3'

Reverse: 5'-ACCCCTTCTTCTTGCTTG-3'

CXCLI1 Forward:5'-GCCAGCCTTCCCTTCTTCT-3'
Reverse:5'-AGGCAAGTCCAGGGGTTCT-3'

IFN-y Forward: 5'-GACGTCATCGTCTGGACG-3'
Reverse: 5'-TGAGTCTGCTGCTGAGTCC-3'

IL-1B Forward: 5'-GCCCATCCTCTGTGACTC-3'
Reverse: 5'-GACCCAGCAGGTTGACTA-3'
TNF-a Forward:5'-TCTTCTCGAACCCGAGTGAC-3'

Reverse: 5'-TTGGTGGTTTGCTACGACG-3’

3.8 Imunofluorescéncia

Para o experimento de indu¢do do modelo tradicional da DECH utilizando Balb como

receptores, foram utilizados camundongos entre 8 e 12 semanas de vida, das linhagens

C57BL/6] Cx3crl1€™S™  (cedidos gentilmente pelo professor Gustavo Menezes, do

departamento de Morfologia do ICB/UFMG) e Balb/c, provenientes do Centro de Bioterismo

da UFMG. Os camundongos receptores Balb/c foram submetidos a uma irradiacao letal de 7

Gy de radiagdo gama, administrada em duas doses de 3,5 Gy com um intervalo de duas horas,

utilizando uma fonte de cobalto-60 (CO60) no Centro de Desenvolvimento de Tecnologia

Nuclear (CDTN) da UFMG. No dia seguinte da irradiacdo, os camundongos receberam uma

infusdo intravenosa de 3 x 107 esplendcitos e 1 x 107 células da medula 6ssea isoladas dos

fémures e tibias de camundongos doadores parentais C57BL/6J Cx3cr1“FP/GFP,

O grupo controle do transplante foi composto por camundongos Balb/c que receberam

células de outros camundongos Balb/c, mimetizando um modelo de transplante singénico, onde

ndo se desenvolve DECH. Todos os grupos experimentais receberam tratamento profilatico

com o antibidtico ciprofloxacino, diluido em agua filtrada (70 mg/L) e administrado via
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bebedouro. A 4gua contendo o antibidtico foi trocada a cada 2 dias durante os primeiros 15
dias apos a irradiagdo, para prevenir infeccdes secundarias decorrentes da imunossupressao
induzida pela ablagao total da medula 6ssea.

A eutanasia foi realizada quando o escore dos animais estava entre 9 e 12 pontos. Antes
da eutanasia, os animais foram anestesiados e submetidos a perfusao intracardiaca com 3ml de
PBS (phosphate buffered saline) seguido por mais 3ml de PFA 4% (paraformaldeido). Em
seguida, foi coletado o ultimo GRD toracico e o primeiro GRD lombar. Esses o6rgdos foram
preparados para serem submetidos a técnica de microscopia confocal. Para tanto, eles foram
delicadamente manipulados e dispostos na superficie da lamina histoldgica e devidamente
fechados com meio de montagem e laminula.

A aquisicdo das imagens foi feita pelo microscopio confocal LSM 880 da Zeiss. As

imagens foram processadas pelo software FIJI.

3.9 Citometria de fluxo de GRD/meninges

Para andlise do acumulo de leucocitos no GRD/meninge no modelo humanizado de
DECH foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. Inicialmente, o tecido foi coletado
rapidamente, por laminectomia (como especificado anteriormente), apds a perfusdo dos
camundongos com PBS 1X pH 7,2 . O tecido coletado foi imediatamente colocado em 500 pL
de DMEM suplementado com 10% de SFB em eppendorf de 2 mL de fundo chato até a coleta
de todos os animais. Em seguida, foram adicionados 500 pL de DMEM contendo 1 mg/mL de
colagenase tipo VIII e 0,1 mg de DNase tipo 1 por amostra e realizou-se incubagao por 40
minutos a 37°C na estufa sob agitacdo manual a cada 5 minutos. Apds a incubagdo, a solucao
foi homogeneizada e 500 uL de DMEM suplementado com 10% de SFB foi imediatamente
adicionado, homogeneizando novamente.

Os tecidos digeridos foram passados em peneira de Nylon de 70 pm com o auxilio de
um émbolo de seringa de 1 mL, utilizando pouca for¢a e sendo delicado. Apds, foram
adicionados mais 500 uL de DMEM + SFB 10% para inativacdo da colagenase. Em seguida,
foi realizada uma centrifugagdo a 450 g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi ressuspendido em 300 ul de meio DMEN+ SFB 10% para contagem em camara de
Neubauer com azul de Tripan em uma diluicdo de 1:200. Apos a contagem, os tubos foram
centrifugados a 450 g por 5 minutos a 4°C, e sob o pellet foram adicionados 10 pl do mix de

anticorpos para a marca¢do de superficie (anticorpo anti-mouse CD45 PECy7 e os anticorpos
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anti-human CD45 FITC, CD3 APC, CD4 V510, CD8 PE), ou os anticorpos de compensacao
(Anticorpo anti-CD3 marcado com FITC, Anticorpo anti-CD3 marcado com PE, Anticorpo
anti-CD3 marcado com APC, Anticorpo anti-CD3 marcado com PECy7), diluidos em BSA a
1% nas concentragdes previamente padronizadas. Os eppendorfs foram incubados por 30
minutos na geladeira, protegidos da luz. Depois, foram adicionados 200 pl de PBS 1x gelado
para parar a reacado com os anticorpos. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 5
minutos a 4°C e o sobrenadante foi desprezado. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas
em 200 pl de formol a 2% e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente.

As amostras foram entdo centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi desprezado. O pellet foi ressuspendido em 300 pl de PBS/BSA a 1% e as

amostras deixadas na geladeira overnight para leitura no dia seguinte.

Considerando os anticorpos e os fluordforos utilizados, foi necessario fazer dois mix de

anticorpos:

Tabela 3: Anticorpos utilizados para Citometria de fluxo. Tabela apresentando MIX,

anticorpos, fluoréforo, cédigo, marca e diluicdo.

Mix Anticorpo Fluoroforo Codigo Marca Diluicao
Mix 1 CD45 FITC 304006 BioLegend 1:100
CD45 PECy7 110730 BioLegend 1:100
CD3 APC 300312 BioLegend 1:100
CDh4 V510 317444 BioLegend 1:100
Mix 2 CD8 PE 300908 BioLegend 1:100
CD3 FITC 555274 Pharmingen 1:100
CD3 PE 555275 Pharmingen 1:100
CD3 PECy7 100220 BioLegend 1:100
CD4 APC 553051 Pharmingen 1:100
CD19 V510 115545 BioLegend 1:100
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3.10 Analise estatistica:

Para comparagdo entre dois grupos, foi utilizado o teste t Student. Para dados que nao
apresentaram distribui¢ao normal, foi realizado o teste de Mann Whitney (para dois grupos) ou
Kruskal- Wallis (para trés ou mais) seguido do pos-teste de Dunnet. Todos os resultados foram
apresentados como média + erro SEM. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas se P < 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao da morbimortalidade relacionada a DECH

Para avaliar a progressao dos sinais clinicos da DECH, utilizamos uma escala de escore
clinico, desenvolvida para avaliar a presenca e a gravidade dos sinais da doenca nos animais.
Este escore inclui avaliacdo da perda de peso, atividade, descamacao da pele, ericamento dos
pelos, diarreia e postura. Para cada parametro ¢ atribuida uma pontuagdo especifica, que ¢
entdo somada para determinar o escore total como detalhado na Tabela 1.

Paralelamente, foi construida uma Curva de Sobrevivéncia para representar a taxa de
sobrevida dos animais apds o desenvolvimento da DECH. Cada animal foi monitorado
diariamente, registrando a sobrevida até o momento do dbito ou o término do estudo.

Foi observado que o grupo DECH apresentou progressiva piora dos sinais clinicos ao
longo do tempo, enquanto que o grupo controle, que ndo desenvolveu a doenga permaneceu
estavel (Figura 3A). A morte do primeiro animal do grupo DECH ocorreu 16 dias apds a
indugdo da doenga, e o ultimo animal do grupo morreu no 36° dia pds-transplante (Figura 3A).

Conforme o esperado, o grupo controle apresentou 100% de sobrevida (Figura 3B).
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Figura 3. Avaliacdo dos sinais clinicos e da mortalidade relacionadas a DECH. A DECH
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, de animais da mesma linhagem, ndo desenvolveram a doenca e foram
denominados como grupo controle. Ap6és a inducdo da DECH os camundongos foram
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avaliados de dois em dois dias para andlise dos parametros clinicos relacionados a doenga (A)
e sobrevida (B). Os resultados sdo apresentados como média + SEM (n = 5). * e #P< 0.05
quando comparados ao grupo controle e ao grupo DECH, respectivamente.

4.2 Desenvolvimento da DECH aumenta a expressio de mRNA de citocinas e

quimiocinas pro-inflamatorias na medula espinhal e no GRD

Os danos teciduais resultantes do regime de condicionamento pré-transplante
(irradiagdo e/ou quimioterapia) favorecem a ocorréncia da DECH. Apos esse processo inicial,
na segunda fase, conhecida como fase de ativacao, ocorre a interagao entre linfécitos T doados
e células apresentadoras de antigeno do receptor, induzindo a proliferacdo e polarizacdo de
linfocitos T em células T CD4 e CDS8, com liberacdo de uma “tempestade” de citocinas e
quimiocinas. Essas moléculas, por sua vez, podem contribuir para a migracao das células T
ativadas para orgaos alvo da doenga (BRAUN; ZEISER, 2021; GOLDBERG; RIZZO, 2015).
Nesse contexto, foi realizado um PCR para detectar e quantificar a expressdo de mRNA de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias na medula espinhal ¢ no GRD de animais
submetidos a DECH.

O grupo DECH apresentou aumento da expressdo de mRNA da quimiocina CXCL1
(Figura 4A) e das citocinas IFNg e IL-1 (Figura 4C e 4D, respectivamente), na medula
espinhal. Além disso, houve um aumento da expressao de mRNA da quimiocina CCL2 (Figura

5A), e das citocinas IFNg e IL1-b (Figura 5C e 5D, respectivamente), no GRD.
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Figura 4. O desenvolvimento da DECH esta relacionado a um aumento da expressio de
CXCL1, IFN-g e IL-1p na medula espinhal. A DECH foi induzida pelo transplante de
esplenocitos e células da medula 6ssea de camundongos doadores Balb/c para camundongos
C57BL/6J. Camundongos que receberam células singénicas, de animais da mesma linhagem,
ndo desenvolveram a doenca e foram denominados como grupo controle. Apos a indugdo da
DECH os camundongos foram avaliados de dois em dois dias para analise dos pardmetros
clinicos relacionados a doenca e eutanasiados quando o escore clinico atingiu entre 9 a 12
pontos. mRNA de CCL2 (A), CXCL1 (B), IFN-g (C), IL-1B (D) e TNF (E) foram avaliadas
em homogenatos da medula espinhal por PCR. Os resultados sao apresentados como média +
SEM (n = 5). *P < 0.05 quando comparados ao grupo DECH.
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Figura 5. O desenvolvimento da DECH esta relacionado a um aumento da expressio de
CCL2, IFNg e IL-1p no GRD. A DECH 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, de animais da mesma linhagem, ndo
desenvolveram a doenca e foram denominados como grupo controle. Apds a indugdo da
DECH os camundongos foram avaliados de dois em dois dias para analise dos pardmetros
clinicos relacionados a doenca e eutanasiados quando o escore clinico atingiu entre 9 a 12
pontos. mRNA de CCL2 (A), CXCL1 (B), INF (C), IL-1B (D) e TNF (E) foram avaliadas em
homogenatos do GRD por PCR. Os resultados sdao apresentados como média £ SEM (n = 5).
*P < 0.05 quando comparados ao grupo DECH.

4.3 O desenvolvimento da DECH provoca o acumulo de leucdcitos proximos ao GRD

Para indugdo da DECH utilizando animais doadores que expressam Cx3crlCF/6FP)
animais Balb/c machos foram irradiados e, subsequentemente, receberam 1x107 células
provenientes da medula dssea e bago de de animais Cx3cr1°FS*P. Portanto, quando
quimerizados, esses animais passaram a exibir uma popula¢do de leucocitos Cx3crlSFP/GFP,

Nos animais NAIVE (camundongos Cx3crlF/SFF

saudaveis, ndo submetidos a
irradiagdo ou transplante) ndo observamos a presen¢a de células Cx3cr1“™S™ no nervo do

GRD lombar, e apenas uma pequena quantidade dessas células na raiz ventral acoplada a esse
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orgdo. Porém, apos a indugdo da DECH, observamos um aumento da presenca dessas células
na raiz ventral, e aumento no recrutamento de células Cx3cr1“™"S™ para o nervo do GRD
lombar (Figura 6).

J& no GRD toracico, notou-se uma perda da arquitetura tecidual acompanhada por

aparente recrutamento de células Cx3cr1%F"SFF para o parénquima do GRD de animais doentes

comparados ao GRD de animais NAIVE saudaveis (Figura 7).
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Figura 6. O desenvolvimento da DECH esta relacionado ao acumulo de leucdcitos
CX3CR1" no GRD lombar. A DECH foi induzida pelo transplante de esplendcitos e células
da medula o6ssea de camundongos doadores Balb/c para camundongos C57BL/6J
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geneticamente modificados que carregavam um alelo knock-in/knock-out de proteina
fluorescente verde monomérica (GFP) de CX3CR1. Camundongos que receberam células
singénicas, de animais da mesma linhagem, ndo desenvolveram a doenca e foram
denominados como grupo controle. Apds a indu¢do da DECH os camundongos foram
avaliados de dois em dois dias para andlise dos paradmetros clinicos relacionados a doenca e
eutanasiados quando o escore clinico atingiu entre 9 a 12 pontos. Em seguida, a presenga de
leucécitos foi avaliada no GRD lombar, por imunofluorescéncia.

Thoracic DRG

Figura 7. Recrutamento de leucécitos CX3CR1" para o nervo, raiz ventral e GRD de
animais com DECH. A DECH foi induzida pelo transplante de esplenocitos e células da
medula ossea de camundongos doadores Balb/c para camundongos C57BL/6J geneticamente
modificados que carregavam um alelo knock-in/knock-out de proteina fluorescente verde
monomérica (GFP) de CX3CR1. Camundongos que receberam células singénicas, de animais
da mesma linhagem, ndo desenvolveram a doenga e foram denominados como grupo controle.
Ap6s a indugdo da DECH os camundongos foram avaliados de dois em dois dias para analise
dos parametros clinicos relacionados a doenga e eutanasiados quando o escore clinico desses
animais atingiu entre 9 a 12 pontos e a presenga de leucocitos CX3CR19™** foi avaliada no
GRD torécico, por imunofluorescéncia.

Com base nos resultados obtidos, a inflamagdo sistémica desencadeada pela reacao
imunoldgica entre o enxerto e o hospedeiro esta afetando o sistema nervoso, corroborando os
trabalhos do grupo. A presenga de leucécitos, junto com a liberagdo de citocinas
pro-inflamatoérias, no ganglio da raiz dorsal (GRD) e na medula espinhal, sugere que hd uma

infiltracao significativa nesses tecidos nervosos, contribuindo para uma neuroinflamagao.
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4.4 Animais submetidos ao modelo de DECH humanizado apresentam actiimulo de
leucécitos CD45" no GRD/meninge

O CD45 ¢ um marcador de células hematopoiéticas (células originarias da medula
6ssea), incluindo a maioria das células do sistema imunoldgico, como linfécitos, mondcitos e
neutrofilos. O CD45 é uma proteina tirosina fosfatase presente na superficie dessas células e
desempenha um papel importante na ativacdo de células T e no controle da sinalizagdao
intracelular. Sua presenga € crucial para distinguir células hematopoiéticas de outras células no
corpo, tornando-o um marcador importante em estudos de imunologia e na caracterizagdo da
resposta imune, como na DECH (Al BARASHDI et al.,2021).

Com o objetivo de analisar se o desenvolvimento da DECH esta relacionado a um
acumulo de leucocitos CD45 no GRD/meninge dos animais, realizamos a indu¢ao da DECH
humanizada para analise de células CD45" humanas por citometria de fluxo. Apds o
transplante de PBMCs isolados de sangue periférico de humanos em camundongos NSG, foi
realizada analise da quimerizagao semanalmente, em intervalos de 7 dias (Figura 8 ¢ 9). O
experimento durou 28 dias, quando os animais foram eutanasiados porque apresentaram escore
entre 9 e 12 (Figura 9A) e atingiram mais de 30% de quimerizagdo (Figura 9B). Dois animais
morreram no dia 22 e 25, e ndo fizeram parte da andlise, pois ndo haviam atingido a

quimeriza¢do minima desejada. Entre os dias 07 e 14 nao foi observada quimerizacao.
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Figura 8. Dot plot representativos da quimerizacdo no modelo de DECH Hu 7 e 14 dias
apos o transplante. A DECH foi induzida em camundongos humanizados por meio do
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transplante de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs). Nos animais da
linhagem NSG, a DECH se desenvolveu espontaneamente entre 15 e 28 dias apods o
transplante, sem a necessidade de irradiacdao prévia e o grupo controle recebeu apenas salina
estéril. Apds a indugdo da DECH, os camundongos foram avaliados semanalmente quanto a
quimerizagdo, em intervalos de 7 dias. Eles foram eutanasiados quando a quimerizagao
superou 30% e o escore clinico atingiu entre 9 e 12 pontos. Dot plot representativo da
quimerizagdo 7 dias apos o transplante (A) e 14 dias apos o transplante (B).
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Figura 9. Modelo de DECH Hu apresenta quimeriza¢ao acima de 30% no sangue 28 dias
apos o transplante. A DECH foi induzida em camundongos humanizados por meio do
transplante de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs). Nos animais da
linhagem NSG, a DECH se desenvolveu espontaneamente entre 15 e 28 dias apos o
transplante, sem a necessidade de irradiacdao prévia e o grupo controle recebeu apenas salina
estéril. Apds a inducdo da DECH, os camundongos foram avaliados semanalmente quanto a
quimerizagdo, em intervalos de 7 dias. Eles foram eutanasiados quando a quimerizagao
superou 30% e o escore clinico atingiu entre 9 e 12 pontos. Escore clinico dos animais (A).
Frequéncia de células CD45" no sangue 7D, 14, 21D e 28D apds o transplante (B). Dot plot
representativos da quimerizagdo 21 e 28 dias apds o transplante (C). Os resultados sdo
apresentados como média £ SEM (n = 4). *P < 0.05 quando comparados ao grupo DECH.

Uma vez observada a quimeriza¢do acima de 30% no modelo de DECH Hu apds 28
dias do transplante, os animais foram eutanasiados nesse tempo e os GRDs lombar e toracico,
com as meninges desses mesmos segmentos foram retirados e processados para analise da
frequéncia de leucocitos CD45" humanos por citometria de fluxo. Foi observado um actimulo
de leucocitos CD45" Hu na GRD/meninge dos animais do grupo DECH (Figura 10A-B),
demonstrando pela primeira vez que estes oOrgaos podem ser afetados pela resposta

inflamatoéria associada a doenga.
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Figura 10. O desenvolvimento da DECH Hu esta relacionado a um aciimulo de leucocitos
humanos no GRD/meninges. A DECH foi induzida em camundongos humanizados por meio
do transplante de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs). Nos animais
da linhagem NSG, a DECH se desenvolveu espontaneamente entre 15 e 50 dias apods o
transplante, sem a necessidade de irradiacdao prévia e o grupo controle recebeu apenas salina
estéril. Apds a inducdo da DECH, os camundongos foram avaliados semanalmente quanto a
quimerizagdo, em intervalos de 7 dias. Eles foram eutanasiados quando a quimerizagao
superou 30% e o escore clinico atingiu entre 9 ¢ 12 pontos. Frequéncia de células CD45" Hu no
GRD/meninge 28D apds o transplante (A). Dot plot representativos da frequéncia de células
no GRD/meninge 28D apds o transplante (B). Os resultados sdo apresentados como média +
SEM (n = 4). *P <0.05 quando comparados ao grupo DECH.

4.5 Animais submetidos a doenca do enxerto-versus-hospedeiro apresentam reducio do
comportamento locomotor e exploratdrio

Para testar a hipdtese de que a resposta inflamatdria observada na medula espinhal,
GRD/meninge de camundongos submetidos a DECH poderia causar alteragdes no
comportamento, foi realizada avaliagdo do comportamento locomotor e exploratério dos
animais. Para tanto, no inicio dos sinais da doenca (11 dias apds o transplante) e no inicio da
mortalidade (15 dias apds o transplante), os camundongos foram alocados em uma caixa
(dividida em quadrados, com marcag¢des no centro, € 0 espago entre uma marcagdo € outra
representava 1 centimetro, totalizando 10 quadrados) para serem observados por 5 minutos. O
tempo de caminhada (Figura 11A e 11B) e o numero de vezes sobre duas patas (Figura 11C e
11D) foi registrado. Posteriormente, foi feita a tabulagdo em centimetros e somatéria do tempo
de elevagdo em duas patas (Figura 11). O total da distancia percorrida pelos animais do grupo
DECH foi menor, tanto no inicio dos sinais (Figura 11A) quanto no inicio da mortalidade
(Figura 11C) comparada ao grupo controle. O tempo que os animais ficaram em pé sobre duas
patas ndo apresentou diferenga estatistica entre os dois grupos no inicio dos sinais (Figura
11B), entretanto o grupo DECH reduziu o numero de vezes que permaneceu sob duas patas,
comparado ao grupo controle, no inicio da mortalidade. Esses resultados indicam que o
desenvolvimento da DECH pode estar associado @ uma redugdo do comportamento locomotor

e exploratorio dos animais.
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Figura 11. O desenvolvimento da DECH reduz o comportamento locomotor e
exploratorio dos animais. A DECH 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, de animais da mesma linhagem, ndo desenvolveram a
doenca e foram denominados como grupo controle. Apds a inducdo da DECH os camundongos
foram avaliados de dois em dois dias para andlise dos parametros clinicos relacionados a
doenga, e o comportamento foi avaliado no inicio dos sinais e no inicio da mortalidade. O teste
utilizado foi o de campo aberto, contemplando a distancia percorrida, no inicio dos sinais (A) e
no inicio da mortalidade (B), e o tempo de elevagdo sob duas patas, no inicio dos sinais (C) e
no inicio da mortalidade (D). Os resultados sdo apresentados como média = SEM (n = 5). *P <
0.05 quando comparados ao grupo DECH.
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5. DISCUSSAO

A DECH ¢ uma complicagdo grave e potencialmente fatal que resulta da resposta
imune das células do doador contra os tecidos do receptor, levando a uma série de reagdes
inflamatérias. A doenga ocorre em trés fases distintas, a primeira fase, a fase aferente, ¢
marcada por uma resposta inflamatoria exagerada que ativa as células apresentadoras de
antigenos (APCs), influenciada pelo regime de condicionamento do paciente, que pode incluir
radioterapia ou quimioterapia. A seguir, na fase eferente, as células T do doador infundidas
interagem com as APCs, promovendo sua ativagado e resultando na proliferacao e diferenciacao
dessas células, que secretam citocinas como IL-2 e IFN-y. A IL-2 amplifica a resposta imune
alogénica, ativando outras células T e células NK. A terceira fase, a fase efetora, ¢
caracterizada por uma cascata de efetores celulares e inflamatodrios, onde as células T efetoras
causam danos aos 6rgdos-alvo, intensificando a inflamagdo (NASSEREDDINE et al., 2017,
MALARD; HUANG; SIM., 2020).

A migragao celular ¢ um componente essencial na patogénese da DECH. As células T
efetoras do doador, ao reconhecerem antigenos do hospedeiro, migram para tecidos-alvo, onde
causam danos. As células dendriticas do receptor desempenham um papel crucial ao apresentar
antigenos e ativar células T do doador, perpetuando a resposta imunoldgica. Além disso,
macrdfagos, guiados por quimiocinas como CCL2, IFN-y e TNF migram para os locais de
inflamagao, contribuindo para o dano tecidual através da liberagdo de mediadores inflamatérios
(SINGH; ANSHITA; RAVICHANDIRAN, 2021; ZHAO; ZHANG; ZHENG, 2021).

A DECH aguda geralmente envolve o trato gastrointestinal (GI) em 74% dos casos,
apresentando diarreia, secretora e continua, apesar do jejum, podendo progredir para se tornar
sanguinolenta. A pele ¢ afetada em 70% dos casos, sendo a manifestagdo cutdnea mais comum
a erupcdo cutanea, e o figado em 44% dos casos, com envolvimento hepatico geralmente se
manifestando em conjunto com manifestagdes cutaneas ou gastrointestinais (JUSTIZ; MODI;
MOHAMMADI, 2024). No modelo animal, os 6rgdos alvo e as manifestagdes sao parecidas
com aquelas observadas em pacientes, e para avaliar a progressdo dos sinais clinicos,
relacionada a evolug¢do da doenga, foi utilizado um escore clinico que incluiu critérios como
perda de peso, atividade, condicdo da pele e pelagem, presenca de diarreia. Este escore foi
fundamental para monitorar a gravidade e evolucdo dos sinais da DECH em animais.
Conforme observado na literatura, a curva de sobrevivéncia acompanhou a graduacao clinica

da doenga, mostrando uma piora progressiva dos sinais clinicos no grupo DECH, enquanto o
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grupo controle permaneceu estdvel (REZENDE et al.; 2017, DUARTE et al., 2022).
Recentemente o envolvimento do sistema nervoso central e periférico passou a ser objeto de
pesquisa relacionado a DECH. Esse interesse surgiu com base na clinica, com relatos de
disfungdo cognitiva, neuropatia craniana e convulsdo (LI et al., 2021). O sistema nervoso
central esta sendo analisado por outros membros do nosso grupo de pesquisa, desta forma a
énfase neste trabalho foi o sistema nervoso periférico. Foi observado um aumento significativo
de CXCLI, IL-1pB e IFN-y na medula espinhal, e de IL-1p, IFN-y e CCL2 no GRD.

A CXCLI1, uma citocina pro-inflamatoria, desempenha um papel importante na
regulacdo da resposta imune e na inflamagdo. Na DECH, a CXCL1 ¢ secretada em resposta a
ativacdo das células T, mastocitos e células endoteliais, atuando como um potente
quimioatraente para neutréfilos (BOUAZZAOUI et al., 2009; COOKE; COGHILL; SERODY,
2019). Neutroéfilos, orientados por quimiocinas como a CXCL1, deslocam-se para os tecidos do
hospedeiro nos locais de inflamagdo, onde promovem dano tecidual através da liberagdo de
mediadores inflamatdrios. O modelo de dor inflamatoéria, induzido por inje¢ao intraplantar de
Adjuvante Completo de Freund (CFA), ¢ empregado para investigar os mecanismos
relacionados a dor inflamatéria e sua modulagdo. Esse modelo gera uma inflamagdo intensa,
possibilitando a analise de mediadores envolvidos tanto na sensibilizagdo periférica quanto na
central. Nesse cendrio, a quimiocina CXCL1 tem se destacado como um mediador essencial
(CAO etal., 2014).

O CXCL1 atua principalmente aumentando a transmissdo sindptica excitatéria em
neurdnios espinhais, um processo que intensifica a percep¢do da dor inflamatéria. Este
aumento esta associado a maior ativacdo do receptor NMDA (N-metil-D-aspartato), essencial
para a plasticidade sinaptica e a sensibilizagdo central, mecanismos fundamentais na
persisténcia e amplificagdo da dor.Além disso, a quimiocina CXCLI1 eleva a expressdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2) em neurdnios da medula espinhal. A COX-2 ¢ uma enzima-chave
na producao de prostaglandinas inflamatdrias, que contribuem para a perpetuagdo da dor e da
inflamacdo. Esse efeito ocorre por meio da ativacdo do receptor de quimiocina CXCR2,
reforcando o papel do eixo CXCL1/CXCR2 na regulacdo da dor inflamatoria (CAO et al.,
2014).

O receptor 2 do motivo C—C das quimiocinas (CCR2) ¢ o principal receptor do CCL2.
Esse receptor ¢ amplamente expresso em GRD e Ma et al. (2020), no modelo de
desmieliniza¢do do nervo cidtico, demonstrou que existe uma regulacdo positiva de CCR2 apos

inflamacao periférica. CCL2 pode atuar diretamente sobre os neurdnios sensoriais no ganglio
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da raiz dorsal (GRD), modulando a resposta de célcio intracelular. Estudos indicam que esta
quimiocina ativa receptores CCR2 nos neurdnios do GRD, o que resulta em um aumento dos
niveis de calcio intracelular, contribuindo para a sensibilizagdo neuronal e alteracdes na
percepcao sensorial (Zhang et al., 2013). Além disso, no corno dorsal da medula espinhal,
CCL2 pode aumentar a atividade pré-sindptica, modulando a liberagdo de neurotransmissores ¢
impactando a transmissdo nociceptiva. O trabalho de Ma et al. (2020) demonstrou que a
injecdo de antagonistas de CCR2 no forame intervertebral inibe a dor inflamatdria mediada por
CCL2, sugerindo uma via terapéutica promissora para o controle da dor. Por fim, a presenga de
quimiocinas como CCL2 pode influenciar o recrutamento de leucdcitos na medula espinhal e
no GRD, um aspecto investigado em experimentos em andamento pelo nosso grupo. O estudo
da dor na doenga do enxerto contra o hospedeiro ¢ ainda limitado, mas representa uma
perspectiva futura para desdobramentos deste trabalho.

O aumento de IL-1B no GRD e na medula espinhal ¢ outro dado relevante que foi
obtido neste trabalho, porque esta citocina também medeia a resposta inflamatéria e aumenta a
expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais, facilitando a migracdo de células
imunoldgicas para os tecidos afetados (ZHENG et al., 2024) e podem se correlacionar com o
dado de aumento de leucocitos no GRD observado pela imunofluorescéncia e citometria de
fluxo.

O IFN-y € conhecido por sua capacidade de ativar a microglia na medula espinhal e no
GRD (QIN et al.,2023; TAN et al., 2021). Essa citocina amplifica a resposta imune na DECH
ao intensificar a ativacdo de células T alorreativas e a polarizagdo para um perfil Thl,
promovendo a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a e IL-1B. Ele aumenta a
expressdo de moléculas do MHC em células apresentadoras de antigenos, ampliando o
reconhecimento imunologico e a inflamagdo tecidual. Além disso, o IFN-y estimula a produ¢do
de quimiocinas como CXCL9 e CXCLI10, atraindo leucdcitos para os tecidos-alvo, onde
promove dano por meio da ativacao de macrofagos e neutrofilos e da liberagcdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS).Desta forma, também prejudica a integridade das barreiras
epiteliais e endoteliais, facilitando a infiltragdo inflamatdria, enquanto induz apoptose celular
via vias como Fas-FasL. Esses efeitos tornam o IFN-y um mediador chave na intensificagdo da
DEHC, contribuindo para o dano tecidual severo que caracteriza a doenga. (ZHAO; ZHANG;
ZHENG, 2021.).

Assim, o aumento da expressdo dessas citocinas e quimiocinas que foi observado, pode

ser importante para estimular a migracao celular e a amplificacdo da resposta inflamatoria,
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desempenhando um papel critico na progressao da DECH e nos danos subsequentes aos tecidos
do hospedeiro.

O ganglio da raiz dorsal possui um suprimento sanguineo abundante, garantido por
plexos arteriais superficiais e profundos interconectados, derivados das artérias segmentares.
Sua alta permeabilidade vascular, em comparacdo ao restante do sistema nervoso periférico,
estabelece uma interface sangue-nervo menos restritiva. Essa caracteristica facilita o transporte
de nutrientes ¢ metabodlitos, mas também aumenta a vulnerabilidade do GRD a neurotoxicos e
metabolitos toxicos, especialmente em condi¢des como neuropatias induzidas por drogas.
Além disso, essa permeabilidade elevada pode favorecer o influxo de células imunes, como
leucéceitos, no GRD e nas raizes nervosas adjacentes em resposta a processos inflamatérios ou
lesdes, conforme observado por Watkins e Maier (2002) e Ahimsadasan et al. (2022). O
acumulo de leucocitos na raiz ventral e no nervo do GRD lombar indica uma resposta
inflamatoéria ativa. Essa inflamag¢do pode resultar em dor neuropatica e disfuncao neurologica,
sendo um reflexo de processos patoldgicos que envolvem a ativagdo do sistema imunoldgico
na area. A raiz ventral, por sua vez, transmite sinais motores para os musculos, controlando o
movimento voluntario, enquanto o GRD lombar conduz informagdes sensoriais, como dor e
temperatura, para o SNC. Lesdes ou inflamagdes nessas areas podem causar disfungdo motora,
sensorial e dor cronica, afetando a qualidade de vida (PURVES, D. et al., 2001; WATHINS;
MAIER, 2002; AHIMSADASAN et al., 2022). Neste estudo, foi verificado a presenca de
células CX3CR1 SFPSFP trangplantadas para animais irradiados ocupando tanto a regido rica em
fibras do GRD, especificamente a raiz ventral, além do nervo periférico de animais doentes. A
despeito do efeito dessas células nao ter sido explorado no presente trabalho, sua presenga nos
referidos componentes anatdmicos sugere que elas podem gerar prejuizos funcionais
relacionados a capacidade motora e da funcdo simpatica nos oOrgdos alvos do trato
gastrointestinal e da pele. Além disso, ¢ possivel que a inflamacdo do nervo periférico
contribua para o desenvolvimento de uma resposta dolorosa aberrante na DECH, aspecto que
merece maior atencao nos cuidados a beira leito.

Nos géanglios sensoriais, existem macrofagos residentes conhecidos como macréofagos
associados a neurdnios sensoriais (sNAMs) (KISHIMOTO et al., 2008; GUIMARAES et al.,
2022.). O CX3CRI1, um receptor de quimiocina, também conhecido como receptor de
fractalcina, expresso em vdarias células do sistema imunoldgico, incluindo macrofagos,
mondcitos e alguns tipos de células nervosas, ¢ fundamental para a interagdo entre macrdofagos

e neurdnios sensoriais, facilitando a comunicagdo entre esses macrofagos e as células nervosas
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(GIRARD et al., 2021; JUNG et al., 2023). A presenca e¢ a ativagdo do CX3CR1 em
macrofagos e outras células associadas a neuronios sensoriais podem estar relacionadas a
inflamagdo nos ganglios sensoriais (KISHIMOTO, T. et al., 2008; GUIMARAES et al., 2022;
HALLER, H. et al.,2020). No experimento de imunofluorescéncia, foram utilizados
camundongos reporter Cx3crlGFP/GFP como animais doadores, revelando uma presenca
massiva de células CX3CR1 no parénquima do GRD toracico de animais doentes. Observou-se
que essa maior quantidade de células CX3CRI1 transplantadas se concentrou em uma regido
especifica do GRD, onde a arquitetura normal foi perdida. Esse fenotipo pode estar relacionado
a dor visceral observada em pacientes com a DECH, sendo também uma possivel consequéncia
das lesdes no sistema gastrointestinal, que sdo comuns nessa doenga (OGGERO et al.,2022;
WANG et al., 2023) .

A CD45, conhecida como antigeno comum de leucécitos, ¢ amplamente utilizada como
um marcador para identificar e distinguir células do sistema imunologico, especialmente
leucécitos, em diversos tecidos. Por ser expressa em quase todas as células hematopoiéticas, a
CD45 ¢ um marcador confidvel para caracterizar a presenca de leucocitos, incluindo células T,
células B, mondcitos e outros tipos de células imunologicas (COURTNEY et al.,2019). Dentro
dessa perspectiva, neste trabalho foi analisada a presencga de leucécitos CD45" no GRD e
meninges associadas, no modelo humanizado de DECH e foi observado um aumento dessas
células 28 dias apods o transplante. O acimulo de células CD45" no GRD e nas meninges
sugere uma infiltracdo de linfocitos T e outras células do sistema imunoldgico no sistema
nervoso central e periférico. Esse acimulo pode estar associado a uma resposta inflamatéria
persistente (FISHER et al., 2022; RAOOF et al., 2021).

Uma vez confirmada uma resposta inflamatéria aumentada no GRD e medula espinhal
de camundongos submetidos 8 DECH, nds buscamos compreender se esse fendmeno poderia
interferir no comportamento dos animais e para isso, utilizamos o teste de campo aberto. O
teste do campo aberto (OFT) € um teste que pode ser utilizado para analisar comportamento,
em que ¢ observado o comportamento exploratério e atividade geral em camundongos, onde
tanto a qualidade quanto a quantidade da atividade podem ser medidas (KRAEUTER; GUEST;
SARNYAI, 2019). Foi observada alteragdo do comportamento locomotor e exploratério dos
animais, corroborando outros trabalhos que mostraram que na DECH aguda pode ocorrer
aprendizagem espacial e memoria prejudicadas, ansiedade aumentada, memoria de
reconhecimento prejudicada e comportamento exploratorio reduzido (ADAMS et al., 2022),

entretanto ndo correlacionam com resposta inflamatoria no GRD ou medula espinhal.
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6. CONCLUSAO

Nosso estudo revelou, pela primeira vez, que a DECH desencadeia uma resposta
inflamatoria na medula espinhal e no ganglio da raiz dorsal, caracterizada pelo aumento de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatodrias, além do acimulo de leucocitos nesses orgaos. Essa
inflamacao impactou significativamente o comportamento dos camundongos afetados pela
doenca. Ao identificar esses 6rgdos como possiveis alvos da DECH, abrimos novas
perspectivas para o manejo clinico, possibilitando no futuro interven¢des mais precisas para

pacientes que apresentem sinais e sintomas de comprometimento do sistema nervoso.
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