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RESUMO 

 

O transplante de células tronco hematopoiética é única terapia curativa para vários tipos de 

câncer e doenças auto-imunes. A doença do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) é uma doença 

secundária ao transplante de células tronco hematopoiética sendo a maior limitação desta terapia. 

GVHD ocorre quando linfócitos do doador tornam-se ativados contra os antígenos do hospedeiro 

causando danos a vários órgãos, especialmente ao intestino e fígado, podendo levar a morte do 

paciente. Entretanto, os linfócitos doados ativados são importantes para a eliminação da doença 

remanescente, reação denominada resposta do enxerto versus tumor (GVT). Seria então, 

interessante estudar estratégias que possam diminuir a GVHD sem interferir na GVT. Com esse 

objetivo este estudo se propôs investigar o envolvimento do mediador lipídico PAF, da quimiocina 

CCL3 e da enzima PI3Kγ, na GVHD. Estes mediadores foram escolhidos com o pressuposto de que 

CCL3 e PAF seriam importantes para a migração de células T e PI3Kγ seria importante para a 

sinalização induzida por estas duas moléculas. Para isto, utilizamos um modelo de transplante semi-

alogênico, no qual esplenócitos de camundongos C57 foram transferidos para camundongos F1 (C57 

x DBA) previamente irradiados. Para verificar o papel de cada molécula na GVHD utilizamos também 

como doadores camundongos C57 deficientes para o gene do PAFR, da CCL3 ou da enzima PI3Kγ. 

Além disso, camundongos receptores de células de C57 selvagens foram tratados com um 

antagonista específico para o PAFR, PCA4248, ou com uma proteína ligante da quimiocina CCL3, 

evasina-1, ou com um inibidor específico para a PI3Kγ, AS605240. Camundongos submetidos à 

GVHD desenvolveram a doença morrendo em até 45 dias após o transplante. Os órgãos mais 

acometidos pela GVHD foram o intestino delgado e o fígado, que apresentaram aumento do infiltrado 

inflamatório associado à destruição do parênquima e aumento dos níveis de mediadores 

inflamatórios associados à doença. A ausência nas células doadas ou o bloqueio do PAFR, da CCL3, 

e da PI3Kγ protegeram camundongos submetidos à GVHD através da amenização dos sinais clínicos 

e prevenção da morte. Esta proteção está ligada ao menor recrutamento de células inflamatórias 

para os órgãos alvo e conseqüente diminuição da produção de mediadores inflamatórios importantes 

para a perpetuação da doença e destruição desses órgãos. Um possível mecanismo que explicaria a 

menor migração de células inflamatórias para os órgãos alvo seria a interferência do PAFR, da CCL3 

e da PI3Kγ, nas etapas do recrutamento das células inflamatórias. De maneira importante, mostramos 

também que apesar de diminuir a resposta inflamatória associada à doença, a interferência no 

PAFR, na CCL3 ou na PI3Kγ não interferiram na resposta do enxerto-versus-tumor, como verificado 

pelo uso de células P815 GFP+, o que pode ser considerado para um futuro uso terapêutico dessas 

moléculas no tratamento da GVHD. 
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ABSTRACT  

 

Bone marrow transplantation (BMT) is current therapy of choice for several malignancies and 

severe auto-immune diseases. The induction of GVHD may occur in some patients and is a major 

limitation of the success of BMT. GVHD occurs when lymphocytes from the donor are activated 

against antigens of the host. These activated T cells may then inflict damage to several organs, 

especially the intestine and liver, and may cause death of the recipient. The engraftment process may 

also cause a graft versus tumor response which is useful for controlling residual malignant diseases. 

We hypothesized that blockade of certain mediators of inflammation may decrease tissue damage 

without affecting the ability of the donor cells to engraft and to deal with a tumor. In particular, we 

have investigated the role of the certain mediators: the lipid mediator PAF, the chemokine CCL3 and 

signaling molecule PI3Kγ. The mediators were chosen on the assumption that PAF and CCL3 would 

be important for trafficking of T cells and that PI3Kγ is important for the signaling induced by both 

receptors. We used a model of semi-allogeneic transplant, in which splenocytes from C57 mice are 

transferred to F1 (C57 vs DBA) mice, which had been previously irradiated. To investigate the role of 

each molecule donor C57 mice genetically deficient for PAFR, CCL3 or enzyme PI3Kγ were used. We 

also used compounds that interfere with the action of these molecules, namely a specific PAFR 

antagonist, PCA, a CCL3 binding protein, evasin-1 and a specific inhibitor of PI3Kγ, AS605240. 

Overall, our experiments show that there is protection, ie. less clinical disease, decreased lethality 

and decreased liver and intestinal damage, when the gene-deficient mice or drugs were used. This 

was associated with decreased accumulation of CD4+, CD8+ and macrophages in the target organs. 

Intravital microscopy showed that absence of PAFR, CCL3 and PI3Kγ reduce leukocyte interactions 

with the injured microvasculature. Despite reduced GVHD, graft versus leukemia response was 

preserved, as assessed by using P815-GFP+ cells. Therefore, blockade of PAFR, CCL3 or PI3Kγ may 

offer novel therapeutic opportunities for the treatment of GVHD, a tenet that needs to be assessed in 

clinical trials. 
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INTRODUÇÂO 

 

Doença do enxerto versus hospedeiro ou G raft-versus-Host Disease (GVHD) 

O transplante de células tronco hematopoiética é a única terapia curativa para uma série 

de doenças malígnas de origem hematológica tais como: leucemia, linfomas, anemia 

aplásica, anemia falciforme, anemia de Blackflan-Diamond, talassemias, deficiências imunes 

e ainda é utilizado no tratamento de alguns tipos de câncer (Jaksch e Mattsson, 2005; 

Ferrara e cols., 2009). Entretanto, o sucesso desta terapia muitas vezes não é alcançado 

devido à ocorrência de uma doença secundária conhecida como doença do enxerto versus 

hospedeiro ou graft-versus-host disease (GVHD) (Ferrara e cols., 2009). A GVHD é uma 

doença sistêmica que evolui rapidamente, caracterizada por imunossupressão e lesão 

tecidual em vários órgãos como intestino, pele, fígado e pulmão (Ferrara e cols., 2005, 2006 

e 2009). Esta doença ocorre quando os linfócitos T contidos no transplante reconhecem 

disparidades antigênicas entre o doador e o receptor (Ball e cols., 2008). Ela pode 

manifestar-se de forma aguda ou crônica. Geralmente, a GVHD crônica inicia-se após, 

aproximadamente, 100 dias do transplante e é semelhante a uma doença auto-imune (Will e 

Wynn, 2006). Na GVHD aguda, as manifestações da doença ocorrem em um período de 

duas a seis semanas após o transplante e são decorrentes das lesões dos órgãos alvo 

envolvendo diarréia, vômitos, erupções cutâneas e disfunção hepática (Will e Wynn, 2006, 

Ferrara e cols., 2007).  

A etiologia da GVHD é complexa. Dos fatores etiológicos relacionados ao doador e ao 

receptor, o mais importante é a diferença entre os antígenos de Histocompatibilidade 

principal e menor – HLA e miHag. Quanto maior for o grau de incompatibilidade entre o 

doador e o receptor, maior é o risco de desenvolver GVHD. A idade dos receptores também 
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é um fator importante. Aproximadamente 20% dos indivíduos com até 20 anos, que são 

submetidos a transplante de medula óssea experimentam GVHD aguda e indivíduos com 

mais de 50 anos de idade têm 80% de chance de desenvolvê-la. Outro importante fator que 

devemos considerar está relacionado ao sexo do doador em relação ao receptor, devido às 

diferenças entre o complexo de Histocompatibilidade menor entre mulher e homem (Ferrara 

e cols., 2005). A fonte das células tronco e o regime de condicionamento também podem 

favorecer a ocorrência da GVHD. Células tronco do cordão umbilical estão menos 

associadas à GVHD do que células tronco de outra região. Uma explicação para este fato é 

que estas células ainda estão imaturas e, portanto, menos funcionais (Ferrara e cols., 2005). 

Quanto ao regime de condicionamento, vários estudos têm mostrado que a destruição do 

tecido e a conseqüente secreção de citocinas desempenham um papel importante no 

desenvolvimento da GVHD (Xun e cols. 1994, Gonzales e cols., 2002, Mothy e cols., 2005). 

O condicionamento leva a uma imunossupressão do receptor, a fim de diminuir a rejeição do 

enxerto (Mapara e cols., 2006). Este condicionamento é realizado através de irradiação e/ou 

drogas imunossupressoras (Xun e cols. 1994, Mapara e cols., 2006). Ele pode ser subletal 

com ablação parcial das células imunes, das hematopoiéticas e das tumorais ou letal com o 

objetivo de induzir ablação total das células acima citadas (Gonzales e cols., 2002, Mothy e 

cols., 2005, Mapara e cols., 2006). Todavia, o regime de condicionamento subletal leva a um 

menor risco de GVHD, uma vez que causa menos destruição dos tecidos do hospedeiro 

(Gonzales e cols., 2002, Mothy e cols., 2005, Mapara e cols., 2006).  

Três fases estão descritas na GVHD aguda (Figura 1). A primeira, conhecida como fase 

de condicionamento, é conseqüência da quimio ou radioterapia do hospedeiro, que provoca 

uma predisposição à GVHD. O regime de condicionamento leva a uma super produção de 

mediadores inflamatórios, incluindo citocinas e moléculas de adesão (Wysocki e cols., 2005, 

Jaksch e Mattsson, 2005). Ocorre também, um aumento na expressão de moléculas do 
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complexo de Histocompatibilidade maior (MHC) e moléculas co-estimulatórias pelas células 

apresentadoras de antígenos (APCs) (Wysocki e cols., 2005, Jaksch e Mattsson, 2005). 

Após o transplante, período que caracteriza a segunda fase da GVHD, observa-se ativação 

das células T doadas, pela interação com as células apresentadoras de antígenos (APCs: 

antigen presentation cells) do hospedeiro, levando à ativação e diferenciação das células T 

em células T citotóxicas efetoras. Finalmente, a terceira fase conhecida como fase efetora, 

consiste na destruição dos órgãos alvo pelas células T citotóxicas, que além de liberar 

substâncias tóxicas para as células, tais como: perforinas, granzimas e espécies reativas de 

oxigênio, liberam uma grande quantidade de mediadores inflamatórios, que agem 

principalmente no recrutamento de leucócitos para os órgãos alvo, perpetuando a resposta 

inflamatória  e levando à morte (Wysocki e cols., 2005,  Jaksch e Mattsson, 2005).  

Desde a década de 70, modelos animais vêm sendo utilizados como uma estratégia de 

estudo da GVHD, visando um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na reação 

inflamatória associada à doença (Howard e Woodruff, 1961). A primeira descrição da GVHD 

aguda foi realizada por cientistas envolvidos em transplantes experimentais de células 

alogênicas do baço em camundongos previamente irradiados (revisado por Will e Wynn, 

2006). A partir destes estudos, novas terapias para a prevenção e controle da doença têm 

sido sugeridas, mas ainda sem grande sucesso. Um dos modelos animais propostos para o 

estudo da GVHD consiste no transplante de esplenócitos do camundongo C57BL/6 para o 

B6D2F1 (que é o cruzamento da linhagem de camundongo C57BL/6 com o DBA/2) (Serody 

e cols., 1999; Serody e cols., 2000; Tschetter e cols., 2000; EL-Hayek e cols., 2005; 

Vodanovic-Jankovic e cols., 2006).  
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Mediadores Inflamatórios lipídicos: Fator de Agrega ção plaquetária (PAF) 

Os mediadores lipídicos são originados a partir dos fosfolípidios de membrana e estão 

envolvidos em uma série de funções fisiológicas, além de serem potentes mediadores 

inflamatórios (Prescott e cols., 2000). Dentre eles, destaca-se o fator de ativação plaquetária 

– PAF, um mediador fosfolipídico que medeia à ativação e transmigração leucocitária, a 

produção de superóxido, a ativação de plaquetas e a expressão de fator de crescimento 

derivado do endotélio vascular (VEGF) (Weijer, e cols., 2003; Ishii & Shimizu, 2000).  O PAF 

Figura 1  - As três fases do modelo de GVHD agudo. A fase 1 desencadeada pelo regime 
de condicionamento. A fase 2 onde ocorre a ativação da célula T, a partir da sua interação 
com a APC e a fase 3 onde a célula T migra para os órgãos alvo e junto aos  macrófagos 
empreendem uma resposta efetora nestes tecido (Jaksch e Mattsson, 2005). 
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realiza suas funções após ligar-se ao seu receptor que contém sete domínios 

transmembrânicos acoplado à proteína G heterotrimérica. Após a ligação com o seu receptor 

o PAF é capaz de ativar várias vias de sinalização intracelular para a execução de suas 

funções, inclusive a via catalisada pela enzima PI3Kγ (Honda e cols., 2002). A transmigração 

de leucócitos é mediada por PAF, através da ativação da célula, modulando a expressão de 

moléculas de adesão que facilitam a sua passagem através do endotélio e estimulando a 

produção de espécies reativas de oxigênio (Condliffe, e cols., 1996). A intervenção na via de 

produção ou na interação do PAF com o seu receptor vem sendo testada em modelos 

experimentais como uma possível estratégia terapêutica para uma série de doenças 

inflamatórias (Souza e cols., 2000, Klein e cols., 2002, Souza e cols., 2003, Melnikova e Bar-

Eli, 2007, Landgraf e cols., 2007). Outra estratégia para se estudar a modulação da resposta 

inflamatória mediada pelo PAF é o uso de camundongos deficientes para o gene do seu 

receptor, já testada em outros estudos, comprovando sua eficiência em diminuir a 

inflamação em diferentes modelos experimentais (Klein e cols., 2002, Souza e cols., 2003, 

Ferreira e cols., 2007, Sluijs e cols., 2006).   

 

Mediadores Inflamatórios Protéicos 

Dentre os mediadores inflamatórios protéicos, um grupo recebe especial atenção, as 

citocinas. Estas moléculas são produzidas e liberadas por várias células em resposta a 

invasão por microorganismos e contato com diferentes antígenos (Hanada e Yoshimura, 

2002). Citocinas podem apresentar atividades antiinflamatórias ou pró-inflamatórias, 

desempenhando funções pleiotrópicas ou totalmente antagônicas uma das outras, onde o 

determinante dessa variação será o estímulo para a sua secreção e também o órgão alvo da 

resposta inflamatória (Cavaillon, 2001). No grupo das citocinas merecem especial atenção 
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as quimiocinas, que são citocinas quimiotáticas especializadas no recrutamento de 

leucócitos para sítios inflamados (Charo, 2006). 

As quimiocinas formam uma grande família de citocinas quimiotáticas de massa 

molecular pequena (8-12 KDa) que promovem o recrutamento constitutivo e/ou inflamatório 

de leucócitos do sangue para os tecidos (Rollins, 1997). Além de apresentarem atividade 

quimiotática sobre diversos tipos celulares, as quimiocinas estão envolvidas em uma série 

de outros fenômenos fisiológicos e patológicos, entre eles: diferenciação e ativação celular, 

organogênese, inflamação, hematopoiese, angiogênese, formação de metástases e, até 

mesmo, rejeição a tumores (Gerard & Rollins, 2001; Luther & Cyster, 2001; Mackay, 2001). 

Já foram identificadas cerca de 50 quimiocinas em seres humanos (Charo e cols., 2006). 

Uma característica desta família é a presença de uma estrutura terciária bastante 

conservada, composta de três fitas beta-pregueadas seguidas de uma alfa-hélice, 

estabilizadas por alguns resíduos de cisteína. Dependendo da presença ou ausência de 

resíduos de aminoácidos intercalados entre as cisteínas amino-terminais, as quimiocinas 

podem ser segregadas em quatro subfamílias: CC, CXC, C ou CX3C; determinadas pelo 

número de aminoácidos que separa os dois resíduos de cisteína na porção amino terminal 

da cadeia (Charo e cols., 2006). A maior parte das quimiocinas se encontra dentro das 

subfamílias CC com 28 membros (CCL1 a CCL28) e CXC com 16 membros (CXC1 a 

CXC16), enquanto a subfamília C é composta por apenas duas quimiocinas (XCL1 e XCL2) 

e a CX3C por apenas uma (CX3CL1) (Murphy e cols., 2000; Murphy e cols., 2002). As 

quimiocinas se ligam a receptores localizados na superfície celular, contendo sete domínios 

transmembrânicos, acoplados à proteína G (Charo e cols., 2006). Após essa interação uma 

série de proteínas e quinases lipídicas são ativadas tais como a fosfatidilinositol 3 quinase 

(PI3K), que leva ao rearranjo do citoesqueleto dos leucócitos e à mudanças na sua afinidade 

e avidez às integrinas preparando-o para o recrutamento (Hirsh e cols., 2000, Mellado e 
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cols., 2001, Fruman e cols., 2002). Como exemplo, podemos citar a quimiocina CCL3 que 

desempenha um importante papel no recrutamento de leucócitos, sobretudo monócitos, para 

sítios inflamados (Maurer & Von Stebut, 2004). Concentrações aumentadas de CCL3 têm 

sido observadas em várias condições inflamatórias graves incluindo artrite reumatóide, 

fibrose pulmonar idiopática, sarcoidose, asma, dermatite atópica e rejeição a órgãos 

transplantados (Standiford, 1993; Koch e cols., 1994; Cruikshank e cols., 1995; Hatano e 

cols., 1999).  

Células que estão diretamente envolvidas em promover a resposta imune como 

monócitos, linfócitos T, linfócitos B, neutrófilos, células dendríticas, mastócitos e células 

“Natural Killers” (NK) podem produzir grandes quantidades de CCL3 (vários nanogramas/106 

células). Enquanto plaquetas, osteoblastos, astrócitos e micróglias, células endoteliais, 

fibroblastos e outras células produzem menor quantidade de quimiocina quando 

estimuladas. CCL3 produz seus efeitos interagindo com receptores CCR1 e CCR5, que 

pertencem à família de receptores acoplados a proteína G e são expressos em vários tipos 

celulares incluindo monócitos, linfócitos T, neutrófilos, eosinófilos e células dendríticas 

(Granelli-Piperno e cols., 1996; Bleul e cols., 1997; Wong & Finn, 1998; Bonecchi e cols., 

1999; Elsner e cols., 2000; Maurer & Von Stebut, 2004). CCL3 foi descrita como envolvida 

na doença do enxerto-versus-hospedeiro (graft-versus-host disease ou GVHD) (Serody e 

cols.,1999 e 2000). Foi descrita também exercendo um papel crucial para o recrutamento de 

células T da circulação para o tecido inflamado e também um importante papel na migração 

transendotelial de monócitos, células dendríticas e células NK (Maurer & Von Stebut, 2004).  

A explícita participação das quimiocinas no processo fisiopatológico de várias doenças 

inflamatórias motivou o desenvolvimento de estratégias farmacológicas que interfiram no 

sistema de quimiocinas. Neste contexto, o estudo das proteínas ligantes de quimiocinas tem 

se intensificado nos últimos anos. Sintetizadas a partir da glândula salivar do carrapato 
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Rhipicephalus sanguineus, as Evasinas, um conjunto de proteínas ligantes de quimiocinas, 

vêm mostrando-se eficazes na modulação da resposta inflamatória em vários modelos 

experimentais diferentes. Dentro deste conjunto a evasina-1 se liga com grande afinidade a 

CCL3 (Kd 0.16nM), e menor afinidade a CCL4 (Kd 0.81nM) e CCL18 (Kd 3,21nM). A evasina-

3 se liga a CXCL8 e CXCL11 e a Evasina-4 a CCL5 e CCL11. In vitro, evasina-1 liga-se e 

inativa CCL3 (Frauenschuh e cols., 2007). In vivo, tratamento com evasina-1 mostrou-se 

eficaz em diminuir rolamento, adesão e migração de leucócitos induzidos por CCL3, reduziu 

a resposta de fibrose pulmonar induzida por bleomicina em camundongos, evitando a morte 

dos animais e reduziu o recrutamento de leucócitos para a pele em modelo experimental de 

psoríase (Déruaz e cols., 2008). Já Evasina-3 é um potente inibidor de respostas 

inflamatórias mediadas por neutrófilos, como a artrite induzida por antígenos (Déruaz e cols., 

2008). E, estudos relacionados à eficácia da Evasina-4 em modelos experimentais ainda 

estão sendo realizados (Déruaz e cols., 2008).  

 

Vias de sinalização de mediadores inflamatórios: Fos fatidilinositol-3-quinase 

gama  (PI3Kγ)  

A ligação de mediadores inflamatórios e a ativação de receptores com sete domínios 

transmembrânicos associados à proteína G podem induzir uma elevação de cálcio 

intracelular, ativação de diversas proteínas tirosinas-quinases e ativação de uma via que 

vem ganhando grande importância e que é controlada por uma lipídeo-quinase, a 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e seus produtos lipídicos (Hirsh e cols., 2000, Fruman e 

cols., 2002). 

 Fosfatidilinositol-3-quinases (PI3K) são uma família de proteínas que catalisam a 

fosforilação do grupamento inositol da molécula lipídica fosfatidilinositol levando a produção 
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de fosfatidilinositol (3)-fosfato, fosfatidilinositol (3,4)-bisfosfato e fosfatidilinositol (3,4,5)-

trifosfato (Curnock e cols., 2002; Cantley, 2002). As PI3Ks podem ser divididas em três 

classes principais de acordo com sua especificidade pelo substrato, estrutura e modo de 

regulação. As PI3Ks da classe I são heterodímeros constituídos de uma subunidade 

catalítica p110 e uma subunidade regulatória e estão presentes no citosol da célula. Essa 

classe pode ser subdividida em duas subclasses: a classe IA que consiste de PI3K ativadas 

por, principalmente, tirosinas-quinases e são constituídas de uma subunidade catalítica 

(p110 α, β ou γ) e uma subunidade regulatória (p85 α ou β ou p55γ) e a classe IB (PI3Kγ) 

que é estimulada pela subunidade βγ da proteína G e está associada a uma única 

subunidade regulatória p101. E, ainda, existem as PI3K classe II e PI3K classe III 

(Vanhaesebroeck e Waterfield, 1999; Kapeller e Cantley, 1994). 

Primeiramente, PI3K foi identificada com atividade associada a várias oncoproteínas e 

receptores de fatores de crescimento, demonstrando sua participação na proliferação e 

sobrevivência celular (Vanhaesebroeck e Waterfield, 1999; Fruman e Cantley, 2002). 

Recentemente, estudos têm demonstrado a importância de PI3K na migração celular in 

vitro e sua importância na quimiotaxia (Rickert e cols., 2000; Servant e cols., 2000; Hirsch e 

cols., 2000; Sasaki e cols., 2000; Vicente-Manzanares e cols.,1999). Uma das primeiras 

evidências da participação da PI3K na quimiotaxia foi um estudo mostrando que a migração 

de linfócitos T humanos induzida por RANTES é dependente da PI3K (Turner e cols., 

1995). 

Alguns estudos têm demonstrado o papel da PI3Kγ na migração de leucócitos (Sasaki e 

cols., 2000, Hirsch e cols., 2000, Pinho e cols. 2007). Camundongos faltando a subunidade 

catalítica p110 da PI3Kγ apresentam um grave defeito na migração de neutrófilos para a 

cavidade peritoneal em um modelo experimental de peritonite induzida por caseína e 

Listeria monocytogenes (Sasaki e cols., 2000). Em outro estudo, macrófagos de 
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camundongos deficientes em PI3Kγ apresentaram migração reduzida frente a uma 

variedade de estímulos e resposta inflamatória deficiente após indução de peritonite séptica 

induzida por bactérias gram-positiva e gram-negativa (Hirsch e cols., 2000). Estudos 

realizados pelo nosso grupo (Pinho e cols., 2007) demonstraram que PI3Kγ expressa em 

eosinófilos é importante para a permanência dessas células na cavidade pleural por 48h. O 

pré-tratamento de camundongos com inibidores da PI3K (Wortmannin e LY294002) foi 

capaz de inibir o recrutamento de eosinófilos para a cavidade pleural. Isso era coincidente 

com uma menor fosforilação de Akt/PKB e produção de IL-5 na pleura, além de uma 

diminuição na saída de eosinófilos da medula óssea. Interessantemente, a injeção de 

inibidores da PI3K, 24h depois do desafio com antígeno, reduziu o número de eosinófilos na 

cavidade pleural. A redução de eosinófilos estava associada a inibição da fosforilação de 

Akt/PKB e um aumento no número de apoptose na pleura. Esses dados demonstram um 

importante papel da ativação da PI3Kγ para manutenção de uma inflamação eosinofílica in 

vivo (Pinho e cols., 2007). 

A gravidade da doença do enxerto-versus-hospedeiro está relacionada à destruição 

dos órgãos alvo da doença. Esta destruição é provocada pelas células inflamatórias 

encontradas nestes órgãos. Estudos acima citados, mostraram a importância dos 

mediadores inflamatórios, sobretudo do PAF e da CCL3, e da via de sinalização 

envolvendo a proteína PI3Kγ, no recrutamento de células inflamatórias para os sítios de 

inflamação. Sendo assim, acreditamos que a interferência na ação dessas moléculas possa 

contribuir para a modulação da resposta inflamatória associada à GVHD contribuindo, 

futuramente, para a terapia da GVHD em humanos.  
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JUSTIFICATIVA 

 

O recrutamento de leucócitos é induzido pela ação dos mediadores inflamatórios, 

incluindo o PAF e as quimiocinas, como a CCL3. Estes mediadores agem através de uma 

via de sinalização envolvendo a enzima PI3Kγ. As lesões dos órgãos alvo da GVHD estão 

associadas à migração de células inflamatórias que levam a destruição destes órgãos. 

Dessa forma, torna-se relevante estudar o papel do PAF, da CCL3, e da PI3Kγ no 

desencadeamento e na progressão da GVHD. 

 

 

 



23 

 

OBJETIVOS 

 

Nosso estudo teve como objetivo geral  avaliar a participação da CCL3, do PAF e da 

PI3Kγ na modulação da resposta inflamatória em modelo murino de doença do enxerto-

versus-hospedeiro.  E como objetivos específicos: 

1. Avaliar o papel do receptor de PAF (PAFR),  da quim iocina CCL3 e da enzima 

fosfatidilinositol-3-quinase gama (PI 3Kγ) no desenvolvimento da GVHD em 

camundongos. 

1.1  Avaliar a evolução dos aspectos clínicos e da sobrevida dos camundongos submetidos 

à GVHD; 

1.2  Avaliar o papel do PAFR, da quimiocina CCL3 e da enzima fosfatidilinositol-3-quinase 

gama PI3Kγ na resposta inflamatória associada à GVHD, através do uso de camundongos 

deficientes para as respectivas moléculas e do uso de bloqueadores da ação das mesmas . 

-  Avaliar a evolução dos aspectos histopatológicos da doença; 

- Avaliar a liberação das citocinas e quimiocinas envolvidas na GVHD aguda, através 

da dosagem das mesmas utilizando-se a técnica de ELISA no intestino dos animais; 

- Avaliar o recrutamento de células inflamatórias em camundongos submetidos à 

GVHD. 

1.3 Avaliar se a interferência no PAFR, na quimiocina CCL3 e na enzima fosfatidilinositol-3-

quinase gama PI3Kγ mudariam a resposta do enxerto-versus-tumor. 
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MATERIAL E MÉTODOS  

1) Animais  

Foram utilizados camundongos com oito a doze semanas de vida, isogênicos das 

linhagens C57BL/6J e (C57BL/6J x DBA/2) F1 abreviado B6D2F1, machos, provenientes 

do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais. Também foram 

utilizados C57BL/6J-CCL3-/- (CCL3-/-), C57BL/6J-PAFR-/- (PAFR-/-), C57BL/6J-PI3Kγ
-/- 

(PI3Kγ
-/-), provenientes do biotério do Laboratório de Imunofarmacologia, Departamento de 

Imunologia e Bioquímica da UFMG. Os animais foram acondicionados em ambiente com 

temperatura controlada e acesso livre à água e comida. É conveniente ressaltar que todos 

os procedimentos experimentais realizados na execução deste estudo foram previamente 

aprovados pelo CETEA-UFMG através dos protocolos: 077/08 e 024/09. 

 

2) Indução da doença do enxerto-versus-hospedeiro ( GVHD) aguda 

Os camundongos receptores, B6D2F1, foram irradiados subletalmente com 4Gy de 

radiação gama, fonte de CO60. Dois dias após a irradiação eles receberam 3 x 107  

esplenócitos dos doadores parentais, C57BL/6J-WT, C57BL/6J-CCL3-/-, C57BL/6J-PAFR-

/- ou C57BL/6J-PI3Kγ-/- intravenosamente (Figura 2). O grupo controle do transplante foi 

realizado utilizando-se camundongos B6D2F1 que receberam células de camundongos 

também B6D2F1, portanto não desenvolveram a GVHD. Para a realização do transplante 

uma suspensão de células foi preparada a partir de um “pool” de células do baço. O baço 

dos camundongos doadores foi retirado e, gentilmente, desmanchado em uma placa de 

Petri com um auxílio de uma peneira de Nillon em 5 mL de meio RPMI incompleto gelado. 

Depois, as células foram colocadas em um tubo Falcon e decantadas por 3 minutos para 
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retirada dos grumos. O macerado de células mais RPMI foram centrifugados a 1200 rpm 

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

ressuspendido em 10 mL de meio RPMI incompleto para a contagem do número de 

células em câmara de Neubauer. Esta contagem foi realizada a fim de analisar a 

viabilidade e o número de células a ser injetadas no receptor.  

 

Figura 2  – Indução da GVHD. Dois dias após a irradiação, os camundongos B6D2F1 sofreram transplante 
de células do baço oriundas dos doadores parentais, C57BL/6JWT, C57BL/6J-CCL3-/-, C57BL/6J-PAFR-/- ou 
C57BL/6J-PI3Kγ-/-. 
 

3) Tratamentos utilizados 

No grupo denominado evasina-1, os animais foram tratados com uma proteína 

ligante de CCL3, evasina-1 (10µg/animal) diluída em 200 µL de PBS 1x autoclavado. No 

grupo denominado PCA, os camundongos foram tratados com um antagonista específico 

do PAFR, denominado PCA (10mg /kg) diluído em PBS a 5% de etanol. No grupo 

AS605240, os camundongos receberam um inibidor de PI3Kγ, denominado AS605240 

(50mg/kg) dissolvido em 200 µL PBS a 5% de DMSO. E no grupo denominado GVHD, os 

 4 Gy 

3 x 107 células em 200µL,   
injetadas i.v.  

Indução da GVHD  

B6D2F1 

C57BL/6J WT  

or CCL3-/- 

or PAFR-/- 

or PI3Kγ-/- 

C57BL/6J  X DBA/2 
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camundongos receberam injeção de PBS. Os tratamentos foram realizados por via 

subcutânea 30 minutos antes do transplante e, após o transplante, a cada 12 horas até o 

final do experimento (Figura 3). 

 

Figura 3  – Tratamentos com evasina-1, PCA ou AS605240. Camundongos do grupo evasina-1, PCA ou 
AS605240 receberam injeção subcutânea da evasina-1, PCA ou AS605240 30 minutos antes do transplante 
e de 12 em 12 horas até o final do experimento.  

 

4) Avaliação dos parâmetros clínicos 

Após o transplante de esplenócitos, houve acompanhamento dos parâmetros 

clínicos da GVHD, a cada 2 dias, através de uma escala clínica, com pontuação de 0 a 14 

(Figura 4). Esta escala foi criada a partir de uma adaptação de dados obtidos na literatura 

(Colson e cols., 2004; Cooke, e cols., 1998) e avaliou a variação do peso corporal; o 

aspecto do pêlo dos camundongos; a descamação da pele, verificada na cauda, na região 

anal, no pavilhão auricular externo e no focinho; a atividade do camundongo; a postura 

em flexão do tronco; a ocorrência de diarréia e a presença de sangue oculto nas fezes. O 

sangue oculto foi verificado através do quite diagnóstico da FECA-CULTTM, de acordo 

com as instruções do fabricante. Estes sete parâmetros foram pontuados de zero a dois, 

Tratamentos  

Injeção subcutânea da Evasina-1  ou PCA ou 
AS605240  

--3300  mmiinn..  
00  12/12 horas até o final do experimento  
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somando um total de 14 pontos. O aspecto do pêlo, a descamação da pele, a diarréia e o 

sangue oculto foram pontuados com dois pontos quando presentes ou com zero quando 

ausentes. A pontuação da variação do peso corporal foi dividida em percentual de peso 

perdido. Foi pontuado com zero o animal que não teve perda de peso corporal; 0,5 se a 

perda foi de até 10% do peso corporal inicial; 1,0 se a perda foi entre 10 a 25%; 1,5 se a 

perda de peso foi entre 25% a 50% em relação ao peso inicial e 2,0 se a perda de peso 

corporal foi acima de 50%. A postura foi graduada de acordo com o grau de inclinação ou 

flexão do tronco. O animal ganhou zero quando não tinha nenhuma inclinação aparente; 

0,5 para uma leve inclinação; 1,0 para uma inclinação moderada e 2,0 quando a 

inclinação se agravou, levando o camundongo a assumir uma flexão de tronco próxima do 

total com aproximação das patas dianteiras às traseiras. A atividade foi pontuada com 

zero quando não tinha alterações, com 1,0 quando foi observada apatia leve e com 2,0 

quando a apatia ficou grave. Os parâmetros clínicos foram analisados de 2 em 2 dias até 

o grupo GVHD atingir 100% de mortalidade. 

Peso 0:sem perda de peso/ 0,5: perda 10% do peso corporal/ 1,0: perda 
de 10 a 25% / 1,5: perda de 25 a 50%/ 2,0: perda acima de 50%. 

Postura 0: sem inclinação aparentel/ 0,5: inclinação leve/ 1,0: inclinação 
moderada/ 2,0: inclinação grave 

Atividade 0: sem alteração aparente/ 1,0: apatia leve/ 2,0: letargia grave 

Textura do pêlo 
(pêlo arrepiado) 

0: ausência / 2,0: presença 

Integridade da pele 0: ausência / 2,0: presença 

Sangue oculto nas 
fezes 

0: ausência / 2,0: presença 

Diarréia 0: ausência / 2,0: presença 

Total 14 pontos 

 

        Figura 4  – Escala clínica. Adaptada a partir de dados da literatura para a verificação dos 
                   parâmetros clínicos ocasionados pela reação inflamatória gerada pela GVHD. 
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5) Análise Histopatológica 

 - Confecção de lâminas histológicas 

Porções do intestino delgado (jejuno e íleo) e fígado foram retiradas dos 

camundongos dos grupos estudados nos períodos 3, 10 e 20 dias após o transplante. 

Os intestinos foram retirados inteiros, lavados com PBS1x, estendidos em papel de 

filtro, e abertos pela borda ante-mesentérica. As porções do jejuno e íleo foram separadas 

e preparadas em forma de rocamboles (Figura 5), conforme descrito em Arantes & 

Nogueira (1997). Os rocamboles foram armazenados em formol tamponado (10% em 

PBS) por 24 horas e, em seguida, em álcool (70%) até o seu processamento. Durante o 

seu processamento os tecidos sofreram desidratação, realizada através de passagens 

subseqüentes em etanol em diferentes concentrações (80%, 90%, absoluto I, II e II – 30 

minutos cada); diafanização com xilol (I e II-20 minutos cada) e embebidos em parafina 

líquida (Paraplast Sigma) I e II – 30 minutos cada. Os tecidos foram incluídos em formas 

contendo parafina líquida, onde permaneceram por 24 horas. Os blocos foram levados ao 

micrótomo e cortes dos tecidos (espessura de 5µm) foram realizados. As lâminas 

contendo os cortes foram então desparafinizadas (xilol I e II – 20 minutos e álcool 

absoluto I, II e III, 90%,80%, 70% - 2 minutos em cada) e coradas com hematoxilina de 

Harris (20 segundos) e eosina (50 segundos), (H&E). Em seguida, as lâminas foram 

desidratadas e montadas com lamínulas e bálsamo do Canadá sintético. O fígado foi 

retirado armazenado em formol tamponado (10% em PBS) e foram confeccionadas 

lâminas histológicas conforme acima descrito. 
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Figura 5  – Preparação dos intestinos para confecção de lâminas histológicas em forma de rocambole. A – 
os intestinos foram enrolados com a ajuda de um palito de madeira começando o rolo pela sua porção 
inicial. B – intestino em forma de rolo após imersão em formol. C – Visão superior do intestino em forma de 
rolo em aumento maior (foto: Arantes & Nogueira,1997). D – Corte em micrótomo do intestino (foto: Arantes 
& Nogueira, 1997). 

 

- Quantificação dos parâmetros histopatológicos da reação inflamatória ocasionada 

pela GVHD. 

As camadas do epitélio, da lâmina própria, da muscular e da serosa da porção 

jejuno-íleo dos intestinos e o fígado foram analisados ao microscópio óptico Olympus 

BX51 (Olympus, Tóquio, Japão) utilizando-se objetivas de 10x e 20x. A quantificação dos 

parâmetros histopatológicos da reação ocasionada pela GVHD e demais intervenções foi 

realizada de acordo com uma adaptação de critérios utilizados por vários autores (Colson 

e cols. 2004; Hill e cols. 1997; Thiele e cols. 1989). Atribuiu-se um valor numérico às 

alterações observadas nas três camadas dos intestinos de acordo com os critérios abaixo:  

Epitélio :  

0 = sem alterações;  

1 = alterações reacionais discretas;  

A 

D B C 
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2 = alterações associadas com erosão ou perda da arquitetura da região das criptas ou da 

superfície do epitélio;  

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

superfície, com ou sem evidências de ulceração e perda das células caliciformes. 

Lâmina Própria:  

0 = aspecto normal;  

1 = discreto aumento de mononucleares na lamina própria;  

2 = discreto a moderado aumento de células inflamatórias, edema e congestão; 

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

Muscular e Serosa:  

0 = sem alterações;  

1 = discreto infiltrado e edema da serosa;  

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

3 = sinais de necrose isquêmica e intensas alterações inflamatórias da muscular e da 

serosa. 

Utilizando estes critérios somados, a porção do intestino que obteve pontuação de 

0 a 3, apresentava-se normal, ou com alterações discretas, 4 a 6 alterações moderadas e 

7 a 9 alterações acentuadas. Exemplo: epitélio (3) + lâmina própria (3) + muscular e 

serosa (3) = pontuação final 9 – alterações acentuadas nas três estruturas (Figura 6). 

Foram examinados no mínimo três animais por grupo, trabalhando-se com a média obtida 

por grupo. 

No fígado, atribuiu-se um valor numérico às alterações degenerativas do 

parênquima  de acordo com os critérios abaixo:  

0 = normal; 

1= discreto vacuolização citoplasmática e eosinofilia focal; 
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2 = difusa vacuolização, alteração da forma do hepatócito, alterações nucleares acentuadas; 

3= necrose hepatocitária e vacuolização difusa, alteração da forma do hepatócito e alterações 

nucleares acentuadas. 

E também foi avaliado o infiltrado inflamatório  com: 

0 = nenhum ou raro; 

1 = discreto infiltrado na área periportal; 

2 = presença de infiltrado discreta ou moderada na área periportal e intralobular; 

3 = presença de infiltrado acentuado na área periportal e intralobular; 

Cada camundongo recebeu uma graduação gerada pela soma dos 2 critérios 

acima que poderia chegar a um índice máximo de 6 pontos (Figura 7). 

 

 

     

 
Figura 6 – Representação dos critérios avaliados pe la análise histopatológica do intestino.  À 
esquerda uma foto de um intestino avaliado com graduação mínima. À direita um intestino avaliado com 
graduação máxima apresentando hiperplasia do epitélio das criptas com erosões e ulcerações difusas, 
celularidade aumentada da lâmina própria que se confunde a camada submucosa devido à destruição das 
vilosidades, edema e congestão. As camadas muscular e serosa apresentam sinais de necrose e intensas 
alterações inflamatórias. 
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Figura 7 – Representação dos critérios avaliados pe la análise histopatológica do fígado.  À esquerda 
em cima uma foto de um fígado avaliado com graduação mínima. À direita nas duas presença de congestão 
vascular com infiltrado acentuado nos vasos da área periportal e veia centro lobular que invade o 
parênquima hepático. À esquerda em baixo um fígado com sinais necrose hepatocitária alteração da forma 
do hepatócito e alargamento dos sinusóides. 
 
 
7) Translocação bacteriana 

Para a verificação da translocação bacteriana através da parede intestinal a 

cavidade abdominal foi lavada com PBS 1x autoclavado e 100µL do líquido recolhido 

foram espalhados uniformemente em uma placa de petri de vidro contento meio de 

cultura. 100µL de sangue e 100mg de fígado do camundongo também foram coletados e 

espalhados uniformemente em uma placa de petri de vidro contento meio de cultura. O 

crescimento bacteriano foi avaliado após 24 horas de armazenamento da placa em estufa 

a 37ºc.   
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8) Quantificação de citocinas e quimiocinas 

O intestino delgado e o fígado foram retirados 3, 10 e 20 dias após o transplante.  Os 

níveis de citocinas e quimiocinas foram medidos em homogenatos dos intestinos através 

de Enzyme-linked immunosorbent assays (E.L.I.S.A.). Cem miligramas da porção jejuno-

íleo do intestino delgado (úmido) dos animais dos grupos estudados foram 

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

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

centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 RPM e a 4ºC. O sobrenadante foi utilizado para o 

ensaio de E.L.I.S.A. com diluição de 1:4. O ensaio E.L.I.S.A. foi realizado mediante 

instrução do fabricante (R&D System) e lido em espectrofotômetro, em um comprimento 

de onda de 492nm. 

 

9) Quantificação da infiltração de macrófagos no te cido pelo método de atividade da 

n-acetil- β-D-glicosaminidase (NAG) 

    Uma porção de 100 mg do intestino delgado ou fígado foi ressuspendida em solução 

salina 0,9% (4º C) contendo 0,15 v/v de Triton X-100 (Merck). Logo em seguida, foi 

homogeneizada em vortex e centrifugada a 4º por 10 minutos a 1500 rpm. Os 

sobrenadantes foram imediatamente recolhidos e utilizados para o ensaio de NAG com 

diluição de 1:10. 

    A reação foi iniciada após a adição de 100 µL do sobrenadante recolhido após 

centrifugação e pela adição de 100 µL de p-nitrofenil-N-acetil-β-D-glicosaminidina 

(Sigma), diluído em tampão citrato/fosfato (ácido cítrico 0,1M; Na2HPO4 0,1 M; pH 4,5) na 

concentração final de 2,24mM. A reação se processou a 37ºC por 10 minutos, em placas 

de 96 poços. O término da reação foi dado pela adição de 100 µL  de tampão glicina 0,2M 
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(pH 10,6). As placas de 96 poços foram lidas em leitor de E.L.I.S.A. (Emax, Molecular 

Devices) a 405 nm. O número de macrófagos foi calculado a partir de uma curva padrão 

da atividade de NAG expressa em aumento de absorbância a partir de macrófagos 

obtidos da cavidade peritoneal de camundongos estimulados com tioglicolato 3% (dados 

não mostrados).  Os resultados foram expressos em número relativo de macrófagos por 

miligrama (mg) de tecido úmido. A unidade obtida por este procedimento é expressa 

como “número relativo de macrófagos”/100mg de tecido. 

 

10) Imunohistoquímica 

No dia 20 após o transplante, o jejuno-íleo e fígado foram removidos intactos, 

fixados em formol tamponado (10% em PBS), embebidos em parafina, seccionados (3 

µm) e recolhidos em cortes seriados em lâminas de vidro revestidas com 2% 3-

aminopropiltrietilsilano (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO). Os cortes foram desparafinizados 

por imersão em xileno, e este foi seguido por imersão em álcool e depois da incubação 

com peróxido de hidrogênio 3% diluído em salina tamponada com Tris (TBS) (pH 7,4) por 

40 minutos. Os cortes foram então imersos em tampão citrato (pH 6,0, Sigma, P4809) por 

20 minutos a 95 º C para a recuperação antigênica. Logo em seguida, os cortes foram 

bloqueados por incubação com soro de cabra normal 3% diluído em água destilada, à 

temperatura ambiente por 20 minutos. As lâminas foram incubadas com os anticorpos 

primários: CD8+, CD4+, CD11c+ anticorpos policlonais, derivados de coelhos, em uma 

diluição 1:1000, a 4 ° C durante a noite em uma câma ra umidificada. 

Após a lavagem em TBS, as secções foram tratadas com estreptavidina-biotinilada 

(LSAB kit, K0492, Dako, Carpinteria, CA). Os cortes foram então incubados em 3,3 '-

diaminobenzidina (DAB) em uma solução de cromógeno (K3468, Dako) por 2-5 minutos 
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em temperatura ambiente. Finalmente, os cortes foram contra-corados com hematoxilina 

Mayer. Controles negativos foram obtidos por omissão do anticorpo primário, que foi 

substituído por 1% PBS-BSA e por mouse serum (X501-1, Dako). 

 

11) Análise do recrutamento celular através de Micr oscopia Intravital 

Para a análise através da Microscopia Intravital os camundongos foram anestesiados 

com uma injeção intraperitoneal de uma mistura de xilazina e cetamina (essa mistura não 

causa alterações hemodinâmicas que poderiam interferir nos processos de recrutamento de 

leucócitos). O camundongo anestesiado foi, então, colocado em uma placa contendo 

sistema de circulação de água a 37°C, importante para manter a temperatura corpórea do 

animal estável. Uma incisão foi feita na parede abdominal expondo cuidadosamente o 

mesentério e as alças intestinais. Estes foram abertos sobre uma superfície transparente 

permitindo a passagem de luz. Um microscópio intravital (Nikon C-SRS H550L; Japan) com 

uma lente objetiva de 20X foi utilizado para examinar os microvasos intestinal e 

mesentéricos. Uma câmera digital (Nikon DSQIMC, Japan) acoplada ao microscópio foi 

usada para projetar imagens a um monitor de computador. Essas imagens foram 

gravadas para posterior análise usando o programa Imaging software (NIS ELEMENTS-

NIKON).  

 O número de leucócitos rolando e aderentes foi determinado após análise das 

imagens gravadas. Leucócitos rolando foram definidos como células movendo em uma 

velocidade menor que aquelas de eritrócitos dentro de um determinado vaso. O número 

de células rolando foi determinado pela contagem de células passando por um 

determinado ponto marcado no vaso por minuto. Um leucócito foi considerado aderente 

quando permanecia parado por pelo menos 30 segundos, e o número de leucócitos 
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aderentes foi quantificado contando o número de células aderentes dentro de um 

comprimento de 100µm de vaso.  

 

12) Avaliação da resposta do enxerto contra o tumor  (graft versus leukemia) 

Uma linhagem celular de mastocitoma murino, P815 (H-2d, American Type Culture 

Collection, Rockville, MD), transduzida com um vetor (EF1αGFP) foi gentilmente cedida 

por A. C. Leal e M. Bonamino (Instituto Nacional de Cancer, Rio de Janeiro, Brasil). GVHD 

foi induzida utilizando o mesmo protocolo descrito no item 2. Após a indução da doença, 

seis mil células P815 GFP+ foram injetadas intravenosamente nos camundongos B6D2F1. 

Dez dias após a injeção dessas células os camundongos foram sacrificados e seus 

linfonodos inguinais e mesentéricos foram investigados através da análise por FACS.  A 

concentração de células P815 GFP+ nos diferentes grupos estudados nos indicou a 

potência da resposta do enxerto contra o tumor. Essa resposta é importante quando o 

transplante de células tronco hematopoiéticas é utilizado como tratamento de tumores, 

pois as células doadas reagem contra as células tumorais remanescentes melhorando o 

prognóstico da doença de origem e diminuindo as chances de reincidivas.  

 

13) Análise estatística 

 Resultados no texto são mostrados como média e erro padrão da média (± SEM). 

Comparação entre grupos foi realizada através do teste estatístico ANOVA, seguido do 

teste Newman-Keuls. O teste estatístico log rank test foi usado para comparar as curvas 

de sobrevivências. Um p<.05 foi considerado significante. 
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RESULTADOS 

Participação do PAFR e efeito do tratamento com seu  antagonista na GVHD 

Para verificar o papel do PAF no desenvolvimento da GVHD, camundongos F1 

receberam esplenócitos deficientes no gene do PAFR ou esplenócitos selvagens mais o 

tratamento com um antagonista do PAFR, denominado PCA. Após o transplante 

observamos que a ausência de PAFR na célula doada ou o tratamento com PCA preveniu 

a morte de camundongos submetidos à GVHD (Figura 8 A). Além disso, a perda de peso 

e a graduação clínica da doença também foram significantemente diminuídas quando a 

PAFR foi antagonizado (Figura 8 B-C).  Um achado interessante, foi a diminuição do 

hematócrito observada no vigésimo dia após o transplante, em camundongos que 

receberam células selvagens. Essa diminuição foi amenizada pelo transplante de 

esplenócitos deficientes no gene do PAFR (Figura 8D). 
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Figura 8 – Ausência de PAFR nas células doadas ou t ratamento com PCA preveniu mortalidade e 
diminuiu a ocorrência dos sinais clínicos da GVHD. GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de 
camundongos C57BL/6J-WT ou C57BL/6J-PAFR-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos de camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o grupo controle do 
transplante. Após a indução da doença camundongos foram monitorados a cada 2 dias para o controle da 
mortalidade (A), do peso corporal (B) da ocorrência dos sinais clínicos da GVHD (C) e do hematócrito (D). 
*P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao GVHD, n=8.  
 
 

A fim de entender os mecanismos envolvidos na proteção da mortalidade e 

diminuição dos sinais clínicos em camundongos submetidos ao transplante de células 

deficientes no gene do PAFR, órgãos alvo da doença, intestino e fígado, foram coletados e 

processados para análise histopatólogica nos dias 3, 10 e 20 após o transplante. No dia 3 

após o transplante a graduação histopatológica do intestino não foi diferente entre os grupos 

estudados (Figura 9A). Entretanto, 10 e 20 dias após o transplante, a graduação 

histopatólogica do grupo que recebeu células deficientes para PAFR foi significativamente 

menor em relação ao grupo que recebeu células de camundongos selvagens (Figura 9 B-C 

e 10 A-C). O mesmo foi observado no fígado, no vigésimo dia após o transplante (Figura 9 D 

e 10 D-F). Vinte dias após o transplante foi observado um menor do número de células CD8+ 

no intestino e no fígado dos camundongos que reberam transplante de células deficientes 

para o PAFR, corroborando os dados da análise histopatológica (Figura 11 A e B).  
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Figura 9 – Ausência do PAFR nas células doadas dimi nuiu a lesão intestinal e hepática em 
camundongos submetidos à GVHD.  Após a indução da doença, os camundongos foram sacrificados e 
amostras da porção jejuno-íleo do intesnino delgado (A-C) e do fígado (D) foram coletadas para análise 
patológica nos dias 3, 10 e 20 após o transplante. Resultados são apresentados como média ± SEM 
(n=6). *P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao GVHD.  

A 
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Figura 10 – Representação histológica do intestino e do fígado dos grupos estudados 20 dias 
após o transplante.  Aspecto histológico do intestino delgado de camundongos do grupo controle (A), do 
grupo que recebeu células selvagens (WT) (B) e do grupo que recebeu células deficientes para o PAFR 
(C). Escala =100 µm. Aspecto histológico do fígado de camundongos do grupo controle (A), do grupo 
que recebeu células selvagens (WT) (B) e do grupo que recebeu células deficientes para o PAFR (C). 
Escala =20 µm.  
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Figura 11 – Ausência do PAFR nas células doadas red uziu o número de células CD8 + no intestino 
delgado e no fígado de camundongos submetidos à GVH D. GVHD foi induzida pela transferência de 
esplenócitos de camundongos C57BL/6J-WT ou C57BL/6J-PAFR-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos 
que receberam esplenócitos de camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o 
grupo controle do transplante.  Após a indução da doença os camundongos foram sacrificados e o número de 
células CD8+ no intestino (A) e no fígado (B) foi quantificado através de imunohistoquímica. Resultados são 
apresentados como média ± SEM (n=6). *P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao GVHD. 
Escala = 50 µm para o intestino e 20 µm para o fígado. 
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Coincidentemente à diminuição da lesão dos órgãos alvo mostrada na Figura 9, os 

níveis das quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5, no intestino, nos dias 10 e 20 após o 

transplante foram significativamente menores nos camundongos que receberam células 

doadas deficientes para o PAFR em relação aos que receberam células de camundongos 

selvagens (Figura 12 A-C). Além disso, ainda no intestino, a ausência de PAFR nas células 

doadas ocasionou uma menor concentração dos níveis de TNF-α e IFN-γ no vigésimo dia 

após o transplante, em confronto aos elevados níveis destas citocinas encontrados no grupo 

que recebeu células selvagens, no mesmo período (Figura 12 D e E).   

Para verificar o mecanismo pelo qual o receptor do mediador inflamatório lipídico PAF 

poderia estar atuando na diminuição do infiltrado inflamatório e, consenquentemente, nas 

lesões dos órgãos alvo, um experimento utilizando microscopia intravital foi realizado com a 

finalidade de observar se a ausência/bloqueio do PAFR interferiria no rolamento e adesão 

dos leucócitos no endotélio de vênulas pós-capilares presentes na parede intestinal. Sendo 

assim, além do grupo recebendo células deficientes para o PAFR,  outro grupo foi feito no 

qual o antagonista do PAF, PCA, foi administrado subcutaneamente 30 minutos antes da 

análise para verificar se o bloqueio do PAFR era capaz de interferir com as etapas do 

processo de recrutamento celular durante a ocorrência da doença. Tanto no grupo 

submetido ao transplante de células deficientes para o PAFR, quanto no grupo que recebeu 

o antagonista para o PAFR foi observado um menor número de células rolando e aderidas 

nas vênulas intestinais, no décimo dia após o transplante (Figura13 A-B). 
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Figure 12 – Ausência do PAFR nas células doadas red uziu a concentração de quimiocinas e 
citocinas envolvidas na GVHD.  GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de camundongos 
C57BL/6J-WT ou C57BL/6JPAFR-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos de camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o grupo 
controle do transplante. Nos dias 3, 10 e 20 após a indução da GVHD, camundongos foram sacrificados 
e a concentração de CCL2 (A), CCL3 (B), CCL5 (C), IFN-γ (D) e TNF-α (E) no intestino foram avaliados 
por ELISA. Resultados são apresentados como média ± SEM. *P<0.01 comparado ao controle e 
#P<0.01 comparado ao GVHD n=6. 
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Figura 13 – Importância do receptor do PAF no rolam ento e adesão de leucócitos em vênulas 
intestinais. GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de camundongos C57BL/6J-WT ou 
C57BL/6JPAFR-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos de 
camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o grupo controle do 
transplante. Um grupo recebeu uma única dose de PCA apenas 30 minutos antes da análise. E um 
grupo recebeu apenas PBS 1x a 5% de etanol (veículo) em única dose 30 minutos antes da análise. No 
dia 10 após o transplante os camundongos foram anestesiados e vênulas intestinais foram selecionadas 
(20 a 40 µm) para a análise do rolamento e a adesão dos leucócitos.  Resultados são apresentados 
como média ± SEM *P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao GVHD (grupo controle n=6 
e os outros grupos n=8).  
 
 

 

Adicionalmente, camundongos que receberam células deficientes para o receptor do 

PAF tiveram uma menor concentração de bactéria na cavidade abdominal, no sangue e no 

fígado quando comparados aos camundongos que receberam células selvagens, verificada 

no vigésimo dia após o transplante (Figura 14). Essa menor translocação bacteriana pode 

ser devida à menor lesão parede intestinal observada nesses camundongos (Figura 10C). 
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Figure 14 – Ausência do PAFR nas células doadas red uziu a translocação bacteriana em 
camundongos submetidos à GVHD.  GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de 
camundongos C57BL/6J-WT ou C57BL/6JPAFR-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que 
receberam esplenócitos de camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o 
grupo controle do transplante. No dia 20 após a indução da GVHD, camundongos foram sacrificados e a 
concentração de bactéria foi verificada na cavidade abdominal (A) no sangue (B) e no fígado (C). 
Resultados são apresentados como média ± SEM. *P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 
comparado ao GVHD n=6. 
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Participação da CCL3 e efeito do seu bloqueio na GV HD 

Uma cinética da produção de CCL3 foi realizada a fim de verificarmos a importância 

desta quimiocina em nosso modelo. Para isso, esplenócitos de camundongos C57 

selvagens ou deficientes para o gene da CCL3 foram transplantados em camundongos 

B6D2F1. Já no terceiro dia após o transplante observamos elevados níveis da quimiocina no 

intestino de camundongos que receberam esplenócitos selvagens. Esses níveis se elevaram 

ainda mais no décimo dia após o transplante e se mantiveram elevados até o vigésimo dia. 

Entretanto, os camundongos F1 que receberam células de camundongos deficientes para a 

CCL3, apresentaram níveis da quimiocina significantemente mais baixos nos dia 10 e 20 

após o transplante, em comparação aos que receberam células selvagens. Outro aspecto 

importante, é que os camundongos receptores F1 foram os responsáveis pela produção 

inicial de CCL3 nos dias 3 e 10 após o transplante, no dia 20 observamos que a produção de 

CCL3 era dependente das células doadas (Figura 15). 
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Figura 15 –  Cinética da expressão de CCL3 após a indução da GVH D. Amostras do intestino foram 
coletadas nos dias 3, 10 e 20 após o transplante e CCL3 foi detectada por ELISA em todos os grupos 
estudados. Resultados são apresentados como média ± SEM (n=6). *P<0.01 comparado ao controle e 
#P<0.01 comparado ao GVHD.  
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Após a confirmação da participação da CCL3 no desenvolvimento da GVHD em 

nosso modelo, o foco do nosso estudo foi verificar a ação de uma proteína ligante desta 

quimiocina, denominada evasina-1, na resposta inflamatória associada à doença. 

Camundongos que receberam esplenócitos de C57 (grupo GVHD) morreram em até 45 dias 

após o transplante (Figura 16). Em contraste, o grupo controle não desenvolveu a doença e 

nenhuma morte foi registrada neste grupo até o final do experimento. Já o transplante de 

esplenócitos do C57BL/6J-CCL3-/- para B6D2F1 selvagens, resultou em um aumento da 

sobrevida (88%) confirmando o papel de CCL3 no desenvolvimento da GVHD (Figura 16 A). 

A avaliação da variação do peso (Figura 16 B) e da escala clínica (Figura 16 C) para a 

graduação da doença estão de acordo com o dado da sobrevivência. Posteriormente, 

tratamos os camundongos receptores com a proteína ligante de CCL3, evasina-1, e 

obtivemos um resultado similar ao observado no grupo de animais que receberam células 

CCL3-/-. Dessa forma, os camundongos tratados com evasina-1, 30 minutos antes do 

transplante e a cada 12 horas até o final do experimento, não morreram e obtiveram uma 

variação do peso corporal e da escala clínica significantemente mais baixa quando 

comparados aos camundongos não tratados (Figura 16A-C). 
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Figura 16 – Ausência da CCL3 na célula doada ou tra tamento com evasina-1 diminuiu a mortalidade e a 
ocorrência dos sinais clínicos da GVHD. GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de 
camundongos C57BL/6J-WT ou C57BL/6J-CCL3-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos de camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o grupo controle do 
transplante.  Evasina-1 foi administrada aos camundongos C57 selvagens 30 minutos antes do transplante e a 
cada 12 h. até o final do experimento. Camundongos foram monitorados a cada 2 dias para o controle da 
mortalidade (A), do peso corporal (B) e da ocorrência dos sinais clínicos da GVHD (C). Grupo controle n = 6; 
grupo que recebeu células selvagens tratado com veículo n = 8; grupo que recebeu células selvagens tratado 
com evasina-1 n = 9 e grupo que recebeu células CCL3-/- n = 7. *P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 
comparado ao GVHD.  
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Com a finalidade de verificar como a evasina-1 poderia interferir na evolução da 

GVHD induzida em camundongos F1, secções de intestino delgado foram processadas nos 

dias 3, 10 e 20 após o transplante, para verificação dos parâmetros histopatológicos da 

doença. No terceiro dia o grupo controle não apresentou alterações significativas no 

intestino. O grupo GVHD mostrou-se sem alterações muito importantes, exceto por discreto 

edema e congestão e raras áreas com alterações reacionais do epitélio de revestimento. O 

grupo tratado com evasina-1 apresentou-se praticamente sem alterações se assemelhando 

ao grupo controle. O mesmo foi observado no grupo que recebeu células deficientes para a 

CCL3 (Figura 17 A). No décimo dia o grupo controle manteve-se sem alterações. O grupo 

GVHD apresentou arquitetura das vilosidades preservada, porém com edema e aumento da 

celularidade da lamina própria. A infiltração de células inflamatórias atingiu a camada 

muscular, dissociando as células musculares, que apresentaram sinais degenerativos. O 

grupo tratado com evasina-1, assim como o grupo que recebeu células deficientes para a 

CCL3, apresentou discretos edema e aumento da celularidade da lamina própria e a camada 

muscular estava mais preservada (Figura 17 B). E finalmente, no vigésimo dia, o grupo 

GVHD apresentou no epitélio alterações proliferativas nucleares e hiperplasia das células 

das criptas, em áreas próximas a ulcerações. A lâmina própria mostrou aumento da 

celularidade, edema e congestão. A muscular e serosa apresentaram sinais de necrose e 

intensas alterações inflamatórias (Figura 17 C e 18B). Neste período, o grupo tratado com 

evasina-1 (Figura 17 C e 18 C) e o que recebeu células deficientes para a CCL3 (Figura 17 

C) apresentaram epitélio com algumas erosões microscópicas superficiais. Na lâmina 

própria foi possível identificar um discreto aumento da celularidade. Na muscular e serosa 

não foram encontradas alterações.   
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Figura 17 – Tratamento com evasina-1 reduziu a lesã o intestinal em camundongos submetidos à 
GVHD. GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de camundongos C57BL/6J-WT ou C57BL/6J-
CCL3-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos de camundongos B6D2F1 
não desenvolveram a doença e foram considerados o grupo controle do transplante.  Evasina-1 foi 
administrada aos camundongos C57 selvagens 30 minutos antes do transplante e a cada 12 h. até o final 
do experimento. Após a indução da doença os camundongos foram sacrificados e amostras da porção 
jejuno-íleo do intestino delgado foram coletadas para análise patológica nos dias 3 (A), 10 (B) e 20 (C) após 
o transplante. Resultados são apresentados como média ± SEM (n=6). *P<0.01 comparado ao controle e  
#P<0.01 comparado ao GVHD.  

 

 

 

 
 
Figura 18: Aspecto histológico de íleos de animais dos grupos controle, GVHD e evasina-1 20 dias 
após o transplante (H&E, objetiva de 10X).  A. Controles apresentam-se sem alterações significativas, 
exceto por discreto edema e hiperemia da lâmina própria. B. Animais com GVHD apresentam intensas 
ulcerações da mucosa (setas finas), alterações regenerativas epiteliais que atingem as criptas intestinais 
(setas largas) e aumento significativo da celularidade e edema da lâmina própria e muscular (*). C. Animais 
GVHD tratados com evasina-1 apresentam sinais de proteção da mucosa que apresenta raras erosões 
superficiais (setas finas) e alterações regenerativas restritas à parte mais superficial das vilosidades. Lâmina 
própria apresenta discreto edema e discreto aumento da celularidade (*). Escala =50 µm para todas as 
fotos.  
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Coincidentemente à menor graduação histopatológica encontrada no intestino de 

camundongos tratados com evasina-1, os níveis de IFN-γ, CCL5 e CCL3 no intestino foram 

menores em camundongos submetidos ao tratamento em comparação aos camundongos 

não tratados no vigésimo dia após o transplante (Figura 19). No mesmo período, o número 

de células inflamatórias importantes para o desenvolvimento da GVHD, tais como, CD4+ e 

CD8+ estava diminuído nos camundongos submetidos ao tratamento com evasina-1, 

comparado aos camundongos não tratados (Figura 20). Também o número relativo de 

macrófagos foi diminuído no intestino de camundongos tratados com evasina-1 em relação 

ao grupo GVHD (número relativo de macrófagos/mg de tecido: grupo controle: 5.6 x107 

(±0.2); grupo GVHD tratado com veículo 8.4 x107 (±0.2); grupo tratado com evasina-1: 6.0 

x107 (±0.1); n=6 e P < 0.05), no vigésimo dia após o transplante. 
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Figura 19 – Tratamento com e vasina -1 reduziu a 
concentração de CCL5, CCL3 e IFN- γ no intestino 
delgado de camundongos submetidos à GVHD. 
GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de 
camundongos C57BL/6J-WT para camundongos 
B6D2F1. Evasina-1 foi administrada aos camundongos 
C57 selvagens 30 minutos antes do transplante e a 
cada 12 h. até o final do experimento. 20 dias após a 
indução da doença os camundongos foram sacrificados 
e amostras da porção jejuno-íleo do intestino delgado 
foram retiradas para a verificação da concentração de 
CCL5 (A) CCL3 (B) e IFN-γ (C) por ELISA. Resultados 
são apresentados como média ± SEM (n=6). *P<0.01 
comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao 
GVHD. 
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Figura 20 – Tratamento com evasina-1 reduziu a o nú mero de células CD8 + e CD4+ no intestino delgado de camundongos 
submetidos à GVHD. 20 dias após a indução da doença os camundongos foram sacrificados e o número de células CD8+ (A) e CD4+ 
(B) foi quantificado através de imunohistoquímica. Resultados são apresentados como média ± SEM (n=4 para o grupo controle e n=5 
para os outros grupos). *P<0.01 comparado ao controle e  #P<0.01 comparado ao GVHD. Escala = 20 µm. 
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Os experimentos acima mostraram um menor número de células inflamatórias no 

intestino de camundongos submetidos ao tratamento com evasina-1. Como as quimiocinas 

são importantes para a migração de leucócitos, nos propomos a verificar o efeito do 

tratamento com evasina-1 na interação do leucócito com o endotélio utilizando microscopia 

intravital. Para isso, camundongos F1 irradiados receberam esplenócitos de camundongos 

C57GFP+ e foram tratados com evasina-1 durante 20 dias. O grupo controle recebeu apenas 

o veículo da droga. Como mostrado na Figura 14, os intestinos de camundongos submetidos 

à GVHD tratados com veículo apresentaram um grande número de células rolando e 

aderindo na microvasculatura intestinal. O tratamento evasina-1 foi eficaz em diminuir o 

número de células aderidas ao vaso, no vigésimo dia após o transplante. Além disso, 

quando a evasina-1 foi administrada apenas 30 minutos antes da realização da microscopia 

intravital, foi capaz de diminuir a adesão de leucócitos no endotélio intestinal (Figura 21).  
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Figura 21 – Efeito do tratamento com evasina-1 sobr e o número de células aderentes em vênulas 
pós-capilares da parede intestinal. GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de 
camundongos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1. Um grupo recebeu tratamento com evasina-1 
30 minutos antes do transplante e a cada 12h até o final do experimento (evasina-1 diariamente).  Outro 
grupo recebeu uma única dose de evasina-1 apenas 30 minutos antes da análise. E um grupo recebeu 
apenas PBS 1x autoclavado (veiculo) em única dose 30 minutos antes da análise. No dia 20 após o 
transplante os camundongos foram anestesiados e vênulas intestinais foram selecionadas (20 a 40 µm) 
para a análise da adesão dos leucócitos. Resultados são apresentados como média ± SEM *P<0.01 
comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao GVHD (n=6).  
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Além da proteção observada no intestino, evasina-1 também foi eficiente em diminuir 

a resposta inflamatória hepática de camundongos submetidos à GVHD. Em fígado de 

camundongos tratados com a evasina-1, no vigésimo dia após o transplante, observamos 

uma menor graduação patológica da doença, um menor infiltrado inflamatório, um número 

relativo de macrófago reduzido e uma diminuição dos níveis de IFN-γ (Figura 22A-F). 
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Figura 22 – Tratamento com evasina-1 reduziu a infl amação e os níveis de IFN- γ no fígado de 
camundongos submetidos à GVHD.  GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de 
camundongos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos 
de camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o grupo controle do 
transplante. Evasina-1 foi administrada aos camundongos C57 selvagens 30 minutos antes do 
transplante e a cada 12 h. até o final do experimento. Após a indução da doença os camundongos foram 
sacrificados e o fígado foi removido para análise patológica (A), análise do número relativo de 
macrófagos (B) e quantificação por ELISA da concentração de IFN-γ (C), 20 dias após o transplante. 
Resultados são apresentados como média ± SEM *P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 comparado 
ao GVHD (n=6).  D, E and F: Aspecto histológico do fígado de camundongos do grupo controle, GVHD e 
evasina-1, respectivamente. Escala 20 µm. 
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Participação da via de sinalização intracelular atra vés da enzima PI 3Kγ na GVHD 

 Após verificarmos o envolvimento do mediador inflamatório lipídico PAF e do mediador 

inflamatório protéico, quimiocina CCL3 na GVHD, iniciamos o estudo da via de sinalização 

ativada após interação destes dois mediadores com seus respectivos receptores, 

envolvendo a enzima PI3Kγ. Para isso, foi realizado o transplante de células de 

camundongos C57 selvagens ou deficientes para o gene da enzima PI3Kγ para 

camundongos F1. Após o transplante observamos que camundongos que receberam as 

células deficientes para PI3Kγ apresentaram menor perda de peso e graduação clínica da 

doença e diminuição da mortalidade. O mesmo foi observado após o tratamento de 

camundongos submetidos à GVHD com um inibidor da enzima PI3Kγ, AS605240 (Figura 

23A-C). De maneira interessante, a ausência da PI3Kγ nas células doadas também reverteu 

a diminuição do hematócrito observada em camundongos com GVHD (Figura 23D). 
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Figura 23 – Ausência da PI 3Kγ nas células doadas preveniu mortalidade e diminuiu  a ocorrência dos 
sinais clínicos da GVHD. GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de camundongos C57BL/6J-
WT ou C57BL/6J-PI3Kγ

-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam esplenócitos de 
camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o grupo controle do transplante. 
Após a indução da doença camundongos foram monitorados a cada 2 dias para o controle da mortalidade 
(A), do peso corporal (B) da ocorrência dos sinais clínicos da GVHD (C) e do hematócrito (D). *P<0.01 
comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao GVHD, n=8.  

 
 

Nos dias 3, 10 e 20 após o transplante os animais que receberam células deficientes 

no gene da PI3Kγ apresentaram menos lesão no intestino com preservação da arquitetura do 

órgão e diminuição do infiltrado inflamatório (Figura 24A-C e 25C). Camundongos que 

receberam células selvagens desenvolveram uma extensa área de lesão com perda da 

arquitetura do órgão e acúmulo de células inflamatórias (Figura 24A-C e 25B). A lesão 

observada no fígado é mais tardia sendo mais bem caracterizada no vigésimo dia após o 

transplante em camundongos que receberam células selvagens (Figura 24D e 25E). Neste 

período camundongos que receberam células deficientes para o gene da PI3Kγ tiveram 

diminuição do infiltrado inflamatório e melhor preservação do parênquima, comparados aos 

camundongos que receberam células selvagens (Figura 24D e 25F).  Quando analisamos o 

conteúdo do infiltrado celular destes órgãos encontramos no intestino um número diminuído 

de células CD8+, CD4+ e CD11c+ (Figura 26A-C)  e, também um menor número de 

macrófagos (número relativo de macrófagos/mg de intestino: grupo controle: 3.8 x106 (±0.1) 

n=6; grupo que recebeu células selvagens: 15.4 x 106 (±0.2) e grupo que recebeu células 
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PI3Kγ
-/- 5.9 x 106 (±0.1); n=8 and P < 0.05). Já no fígado foi observado um menor número de 

macrófagos/mg de tecido e células CD8+ por mm2 de tecido em camundongos PI3Kγ
-/- em 

relação aos camundongos que receberam células selvagens (Figura 27A-B).  
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Figura 24 – Ausência da PI 3Kγ nas células doadas diminuiu a lesão intestinal e he pática em 
camundongos submetidos à GVHD.  Após a indução da doença os camundongos foram sacrificados e 
amostras da porção jejuno-íleo do intestino delgado (A-C) e do fígado (D) foram coletadas para análise 
patológica nos dias 3, 10 e 20 após o transplante. Resultados são apresentados como média ± SEM 
(n=6). *P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao GVHD. 
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Figura 25 – Representação histológica do intestino e fígado dos grupos estudados no vigésimo 
dia após o transplante.  Aspecto histológico do intestino delgado de camundongos do grupo controle 
(A), do grupo que recebeu células selvagens (WT) (B) e do grupo que recebeu células deficientes para a 
PI3Kγ (C). Escala =100 µm. Aspecto histológico do fígado de camundongos do grupo controle (D), do 
grupo que recebeu células selvagens (GVHD) (E) e do grupo que recebeu células deficientes para a 
PI3Kγ (F) 20 dias após o transplante. Escala =20 µm.  
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Figura 26 – Ausência da PI 3Kγ nas células doadas diminuiu o número de células in flamatórias no 
intestino delgado de camundongos submetidos à GVHD.  GVHD foi induzida pela transferência de 
esplenócitos de camundongos C57BL/6J-WT ou C57BL/6J-PI3Kγ

-/- para camundongos B6D2F1. 20 dias 
após a indução da doença os camundongos foram sacrificados e o número de células CD8+ (A), CD4+ (B) e 
CD11c+ (C) no intestino foi quantificado através de imunohistoquímica. Resultados são apresentados como 
média ± SEM (n=6). *P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao GVHD. Escala = 20 µm. 
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Figura 27 – Ausência da PI 3Kγ nas células doadas diminuiu o número de células in flamatórias no 
fígado de camundongos submetidos à GVHD. GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos 
de camundongos C57BL/6J-WT ou C57BL/6J-PI3Kγ

-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que 
receberam esplenócitos de camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o 
grupo controle do transplante.  20 dias após a indução da doença os camundongos foram sacrificados e 
o número relativo de macrófagos (A) e o número de células CD8+ (B) no fígado foram quantificados 
através de imunohistoquímica. Resultados são apresentados como média ± SEM (n=6). *P<0.01 
comparado ao controle e #P<0.01 comparado ao GVHD. Escala = 20 µm. 
 

 

De acordo com a menor lesão e a diminuição do infiltrado inflamatório intestinal a 

concentração das quimiocinas pró-inflamatórias CCL2, CCL3 e CCL5 no intestino também 

foi menor no grupo de camundongos que receberam esplenócitos PI3Kγ
-/-  nos três períodos 

analisados (Figura 28A-C). Além disso, a concentração das citocinas inflamatórias IFN-γ e 

TNF-α, foi significativamente menor em camundongos que receberam células PI3Kγ
-/- quando 

comparados aos que receberam células selvagens (Figura 28D-E).  
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Figura 28 – Ausência da PI 3Kγ nas células doadas reduziu a concentração de quimi ocinas e 
citocinas envolvidas na GVHD.  GVHD foi induzida pela transferência de esplenócitos de camundongos 
C57BL/6J-WT ou C57BL/6J-PI3Kγ

-/- para camundongos B6D2F1. Camundongos que receberam 
esplenócitos de camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o grupo 
controle do transplante. Nos dias 3, 10 e 20 após a indução da GVHD, camundongos foram sacrificados 
e a concentração de CCL3 (A), CCL2 (B), CCL5 (C), IFN-γ (D) e TNF-α (E) no intestino foram avaliados 
por ELISA. Resultados são apresentados como média ± SEM. *P<0.01 comparado ao controle e 
#P<0.01 comparado ao GVHD n=6. 
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 Ao investigarmos o mecanismo pelo qual PI3Kγ poderia interferir no recrutamento de 

células inflamatórias para os órgãos alvo, através da microscopia intravital de vênulas 

intestinais, observamos que camundongos tratados com um inibidor específico de PI3Kγ, 

AS605240, 30 minutos antes da análise, tinham um número menor de células rolando e 

aderidas em relação aos camundongos tratados com veículo (Figura 29).  

 

 

 

Figura 29 – Importância da enzima PI 3Kγ no rolamento e adesão de leucócitos em vênulas 
intestinais de camundongos submetidos à GVHD. GVHD foi induzida pela transferência de 
esplenócitos de camundongos C57BL/6J-WT para camundongos B6D2F1. Camundongos que 
receberam esplenócitos de camundongos B6D2F1 não desenvolveram a doença e foram considerados o 
grupo controle do transplante. Um grupo recebeu uma única dose de AS605240 apenas 30 minutos 
antes da análise. E um grupo recebeu apenas PBS 1x autoclavado (veículo) em única dose 30 minutos 
antes da análise. No dia 20 após o transplante os camundongos foram anestesiados e vênulas 
intestinais foram selecionadas (20 a 40 µm) para a análise do rolamento e a adesão dos leucócitos.  
Resultados são apresentados como média ± SEM *P<0.01 comparado ao controle e #P<0.01 comparado 
ao GVHD (grupo controle n=6 e os outros grupos n=8).  

  

  

A B 
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Resposta do Enxerto-Versus-Tumor 

 

 Em humanos submetidos ao transplante de medula óssea as células transplantadas 

tornam-se ativadas contra o tumor remanescente da quimioterapia ou radioterapia (Weiden e 

cols. 1979, Horowitz e cols. 1990). A reação das células doadas contra o tumor 

remanescente é chamada de resposta do enxerto-versus-tumor (Johnson e cols. 1996). 

Desde a década de 80 modelos animais têm sido propostos a fim de se entender melhor 

essa reação (Pollard e cols. 1976). Nestes modelos é realizada uma injeção de células 

tumorais no mesmo dia do transplante de esplenócitos mimetizando o que ocorre em 

humanos (Teshima T. e cols., 1999, Cooke K. R. e cols. 2001, Krijanovski I. O, e cols. 1999). 

  Sendo assim, após verificado que as vias de modulação da resposta inflamatória aqui 

estudadas mostraram um relevante envolvimento na resposta inflamatória associada à 

GVHD, verificamos se a quimiocina CCL3, o receptor do PAF  e a enzima PI3Kγ poderia 

interferir na resposta do enxerto-versus-tumor. Para isso, camundongos B6D2F1 

transplantados com células de camundongos C57 receberam seis mil células da linhagem 

P815 GFP+ logo após o transplante. Dez dias após o transplante linfonodos inguinais e 

mesentéricos foram retirados e analisados através de citometria de fluxo para quantificar o 

crescimento do tumor. No grupo de camundongos B6D2F1 que receberam transplante de 

camundongos B6D2F1 (grupo controle) e células tumorais, as células tumorais se 

proliferaram de forma significativamente maior do que o grupo que recebeu células de 

camundongos C57 (Figura 30). Nos camundongos B6D2F1 que receberam células C57 e 

tratamento com evasina-1 tiveram resultado similar ao observado em camundongos não 

tratados. O mesmo resultado foi observado ao transplantarmos esplenócitos deficientes para 

o PAFR ou para enzima PI3Kγ não interferindo na resposta do enxerto-versus-tumor (Figura 

30).  
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Figura 30  – Envolvimento da CCL3, do PAFR e da PI 3Kγ na resposta do enxerto-versus-tumor.  GVHD foi 
induzida pela transferência de esplenócitos de camundongos C57BL/6J-WT, C57BL/6J-PAFR-/- ou C57BL/6J-PI3Kγ

-/- 
para camundongos B6D2F1. Células P815 GFP+  foram injetadas intravenosamente em camundongos B6D2F1 no 
mesmo dia da indução da GVHD. 10 dias após o transplante os camundongos foram mortos e a freqüência das 
células P815GFP+ foi avaliada nos linfonodos inguinais e mesentéricos, através de uma análise de FACS. 
Resultados são apresentados como média ± SEM *P<0.01 comparado ao grupo que submetido à GVHD, mas que 
não recebeu células P815GFP+ e #P<0.01 quando comparados a camundongos que receberam células P815GFP+, 
mas não foram submetidos à GVHD. 

Tumor Tumor +GVHD+Evasina-1 Tumor +GVHD 

Tumor +PAFR-/- 
Tumor +PI3Kγ-/- 
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DISCUSSÃO  

 É consenso entre vários autores que a GVHD é um problema antigo e até hoje 

permanece sem solução. O tratamento farmacológico padrão para a GVHD inclui o uso de 

altas doses de corticosteróides (Devetten e Vose, 2004; Ferrara e cols., 2006). No entanto, a 

taxa de sucesso desta terapia não é satisfatória (40%). Os pacientes que desenvolvem 

GVHD refratária a corticosteróides, têm um alto risco de morte, tanto por GVHD 

propriamente dita, quanto por infecções secundárias (Ferrara e cols., 2006). Devido à 

precariedade do tratamento atual, novas estratégias terapêuticas vêm sendo testadas, ao 

longo dos anos, com o objetivo de padronizar uma terapêutica adequada. Neste contexto, 

foram desenvolvidas terapias com anticorpos monoclonais para o receptor de IL-2 

(daclizumab) e também para o TNF-α (entanercept) e seus precursores (infliximab) assim 

como, combinações de proteínas compostas por IL-2 humana mais toxina diftérica 

(denileukin diftitox) (Ferrara e cols., 2006, Devetten e Vose, 2004). Todas essas estratégias 

têm o objetivo de complementar a terapia com corticosteróide (Devetten e Vose, 2004). 

Entretanto, os resultados obtidos com esses tratamentos ainda não são satisfatórios. 

Portanto, a conclusão destes estudos é a mesma: é necessário aprofundar o entendimento 

na resposta inflamatória associada à GVHD, a fim de se obter modos mais eficazes de 

interferir na sua evolução ou até mesmo impedir o seu aparecimento. Sendo assim, o nosso 

estudo teve por objetivo elucidar o papel de dois importantes mediadores inflamatórios, PAF 

e CCL3, e da via de sinalização através da enzima PI3Kγ, na doença do enxerto-versus-

hospedeiro e verificar se a interferência farmacológica na ação desses mediadores ou da 

PI3Kγ poderia trazer benefícios como uma forma de tratamento para a doença. Com essa 

finalidade utilizamos um modelo experimental de GVHD, anteriormente descrito na literatura, 

no qual a injeção de células de camundongos parentais C57BL/6J em camundongos 

B6D2F1, previamente irradiados, leva ao desencadeamento da GVHD aguda (Serody e 
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cols., 1999; Serody e cols., 2000; Tschetter e cols., 2000; El-Hayek e cols., 2005; Vodanovic-

Jankovic e cols., 2006).  Esse modelo experimental não tem como objetivo mimetizar o 

transplante de medula óssea realizado em pacientes como terapia para doenças malígnas, e 

sim, mimetizar a reação que pode ocorrer após o transplante de medula óssea, na qual o 

enxerto se torna ativado e reage contra o hospedeiro, levando à lesão de diversos órgãos 

alvo do paciente podendo levar à morte.  

Neste estudo demonstramos que a ausência de PAFR, CCL3, ou PI3Kγ na célula 

doada ou o bloqueio farmacológico dessas moléculas em camundongos receptores levou a 

uma redução da GVHD, observada através da graduação dos sinais clínicos e diminuição da 

mortalidade, mostrando o envolvimento das mesmas na resposta inflamatória associada à 

doença.  

 O PAF é um importante mediador inflamatório lipídico que age através da ligação ao 

receptor PAFR participando da ativação e transmigração leucocitária e da produção de 

citocinas, agindo de maneira direta em respostas inflamatórias e imunes. O transplante de 

esplenócitos deficientes para o gene do receptor do PAF reduziu os sinais clínicos e 

histopatológicos da GVHD e preveniu a morte. O mesmo resultado foi observado ao 

administrarmos um antagonista para o receptor do PAF em camundongos submetidos à 

GVHD. De acordo com o descrito acima, órgãos alvo da GVHD, como o fígado e o intestino, 

apresentaram menos lesão e um menor número de células CD8+. Células CD8+ há muito 

tempo vem sendo descritas como as principais células efetoras envolvidas nas lesões dos 

órgãos alvo da GVHD (Korngold e cols. 1978, Piguet e cols. 1985, Guy e cols., 1986, Thiele 

e cols., 1989, Murai e cols., 1999, Backer e cols. 1996, Zhang e cols. 2000, EL-Hayek e 

cols., 2005). A ausência do PAFR nas células doadas não interferiu no infiltrado intestinal de 

células CD4+ e CD11c+ (dados não mostrados) que são células importantes na produção de 

mediadores inflamatórios, modulação da inflamação e apresentação de antígenos. Este 
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dado está de acordo com o dado da graduação clínica no qual ausência de PAFR nas 

células doadas foi eficaz em diminuir, mas não abolir a doença.  

A migração de leucócitos é um dos principais mecanismos de lesão dos órgãos alvo da 

GVHD, interferindo de maneira direta na mortalidade associada à doença (Lu e cols. 2010, 

Ferrara e cols., 2005, 2006 e 2009, Wysocki e cols., 2005, Jaksch e Mattsson, 2005). 

Estudos prévios mostram a participação do PAFR no recrutamento de leucócitos para sítios 

inflamados (Souza e cols., 2000, Souza e cols., 2003, Klein e cols., 2002, Landgraf e cols., 

2007). Em um modelo experimental de asma, o tratamento com o antagonista do receptor do 

PAF foi eficaz em diminuir o infiltrado de linfócitos (NK, CD4+, CD8+ e B) e eosinófilos no 

lavado bronco-alveolar (Landgraf e cols., 2007). Além disso, foi observado em camundongos 

deficientes no gene do receptor do PAF que o crescimento do tumor era cinco vezes maior 

que no animal selvagem devido à diminuição da resposta inflamatória contra o tumor 

(Ferreira e cols., 2007). Neste trabalho, através de uma análise da microvasculatura 

intestinal por microscopia intravital observamos que a ausência do PAFR nas células doadas 

ou o tratamento com antagonista do receptor do PAF diminuiu o rolamento e a adesão de 

leucócitos no endotélio. Isso poderia explicar o menor número de células inflamatórias 

encontradas nesse órgão e, conseqüentemente, a menor lesão tecidual. Alguns estudos já 

demonstraram o papel do PAFR no rolamento e adesão de leucócitos (Lorant e cols., 1993, 

Prescott e cols., 2000). A eficiência da interação dos leucócitos com o endotélio depende da 

ativação do PAFR presente no leucócito (Lorant e cols., 1993, Prescott e cols., 2000). Sendo 

assim, o uso do PCA ou a ausência do PAFR na célula doada poderia interferir na interação 

do leucócito com o endotélio influenciando na migração e acúmulo de leucócitos nos tecidos 

alvo da GVHD.  

Adicionalmente, camundongos que receberam células deficientes para o receptor do 

PAF apresentaram redução nos níveis das quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL5 no intestino. 
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CCL2, CCL3 e CCL5 são importantes quimiocinas que participam dos processos de ativação 

e recrutamento de leucócitos para sítios inflamados e estão associadas à lesão dos órgãos 

alvos na GVHD (Serody e cols. 1999 e 2000, Wysock e cols. 2005, Jaksch e Mattson 2005, 

Choi e cols. 2007, Bouazzaoui e cols. 2009). Sendo assim, os efeitos do PAF nos níveis de 

CCL2, CCL3 e CCL5 também podem ser relevantes para o desenvolvimento da GVHD em 

camundongos.  Em nosso trabalho não foram investigados os mecanismos pelos quais o 

PAF interferiria na produção de CCL2, CCL3 e CCL5. Entretanto, PAF é importante para o 

recrutamento de células que produzem essas quimiocinas nos órgãos alvo da GVHD, tais 

como CD8+ e macrófagos. CCL2, CCL3 e CCL5 são quimiocinas quimioatraentes para 

células T e macrófagos com um perfil de ativação predominantemente Th1 e podem também 

serem liberadas por estes linfócitos (Choi e cols. 2005, Maurer 2004, Luther e cols. 2001, 

Lukacs e cols. 2000, Serody e cols. 2000 e 1999, Murai e cols. 1999, Ward e cols. 1998, 

Wong e cols. 1998, Kregner e cols. 1997, Schall e cols. 1990). Corroborando com a 

participação dessas células no GVHD, foi observada uma redução nos níveis de TNFα e 

IFN-γ no intestino e fígado de camundongos que receberam células deficientes para o 

PAFR. TNFα e IFN-γ participam de forma importante na patogênese da GVHD (Mowat 1989, 

Niederwieser e cols. 1990, Kregner e cols. 1997, Cooke e cols. 1998, Ellison e cols. 1998 e 

2003, Wysocki e cols. 2005, Jaksch e Mattson e cols. 2005, El-Hayek e cols. 2005, 

Bouazzaoui e cols. 2009). Sendo assim, a diminuição de quimiocinas e citocinas pró-

inflamatórias também podem contribuir para a proteção dos órgãos alvo e mortalidade 

associada à GVHD. 

Outro achado interessante foi a menor concentração bacteriana encontrada na 

cavidade abdominal, no sangue e no fígado de camundongos que receberam células 

deficientes para o receptor do PAF. Esse dado se correlacionou com a menor destruição do 

intestino e possivelmente colaborou para a sobrevida apresentada por esses camundongos 
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A translocação bacteriana através da parede intestinal lesada é um importante agravante da 

GVHD podendo levar à sepse e morte (Jones e cols.1971, Beelen e cols.1992, Beelen e 

cols. 1999, Jenifer e cols. 2008).  

Os resultados aqui descritos mostram que PAF é importante na resposta inflamatória 

associada à GVHD principalmente por interferir no recrutamento de leucócitos para os 

órgãos alvo e por diminuir a concentração de quimiocinas e citocinas envolvidas na 

patogênese da doença. 

 Ausência de PAFR nas células doadas interferiu na concentração de CCL3 no 

intestino. Estudos prévios já mostraram a participação de CCL3 no desenvolvimento da 

GVHD em camundongos, mas não testaram estratégias que interferissem na sua ação 

durante o desenvolvimento da doença (Serody e cols., 1999 e 2000). Sendo assim, foi nosso 

objetivo avaliar o papel da CCL3 na resposta inflamatória associada à GVHD e testar a ação 

de uma proteína ligante de CCL3 como intervenção terapêutica para a doença.  

Os resultados apresentados em nosso estudo mostram a relevância de CCL3 no 

desenvolvimento da GVHD em camundongos, confirmando estudos anteriores (Serody e 

cols. 1999 e 2000). De maneira inédita realizamos um tratamento com uma proteína ligante 

da quimiocina CCL3, denominada Evasina-1, a qual bloqueia a função desta quimiocina 

(Frauenschuh e cols. 2007) amenizando os sinais clínicos da GVHD e prevenindo a morte. 

Tratamento com evasina-1 reduziu o numero de leucócitos, especialmente CD8+, CD4+ no 

intestino delgado e macrófagos no intestino delgado e fígado de camundongos submetidos à 

GVHD, diminuindo a lesão destes órgãos. Um mecanismo que poderia explicar um menor 

influxo de leucócitos nos tecidos inflamados seria a inibição por evasina-1 da habilidade dos 

leucócitos em aderirem às células endoteliais nos tecidos afetados.  Estes resultados 

sugerem que a participação na adesão de leucócitos seria o principal mecanismo pelo qual 

CCL3 atua na GVHD murina.  
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A produção da CCL3 atingiu um pico no dia 10 após a indução da doença, mas já se 

encontrava alta desde o terceiro dia e permaneceu alta até o vigésimo dia após o 

transplante, sugerindo que esta quimiocina é importante durante toda a evolução da doença. 

Experimentos no qual esplenócitos doados deficientes no gene da CCL3 foram utilizados 

mostraram que após a indução da GVHD, os níveis iniciais desta quimiocina dependiam das 

células do camundongo receptor, mas uma considerável proporção da produção de CCL3 

dependia das células doadas nos dias 10 (> 80%) e 20 (> 95%) após o transplante. Sendo 

assim, as células doadas assumem um importante papel na produção de CCL3 durante a 

evolução da doença. 

De acordo com estudos prévios (Serody e cols. 1999 e 2000) transferência de 

esplenócitos deficientes em CCL3 foi associada à diminuição dos sinais clínicos da GVHD e 

da mortalidade. Tratamento com evasina-1resultou em proteção da doença e da morte de 

maneira similar ao observado quando usamos esplenócitos deficientes em CCL3 como fonte 

das células doadas. Evasina-1é caracterizada pela sua alta afinidade por três quimiocinas da 

família CC: CCL3, CCL4 e CCL18 com Kd de 0,16; 0,81 e 3,21nM, respectivamente 

(Frauenschuh e cols. 2007) e bloqueia de maneira eficaz a função da CCL3 in vivo (Deruaz 

e cols. 2008). É difícil determinar a contribuição da inibição de CCL4 e CCL18 para os 

efeitos benéficos da evasina-1 em nosso modelo de GVHD. Entretanto, as similaridades 

entre os efeitos do tratamento com evasina-1 e a transferência de esplenócitos deficientes 

no gene da CCL3 sugerem que a neutralização da CCL3 é o principal mecanismo pelo qual 

evasina-1protege contra GVHD. Sendo assim, nossos resultados estão de acordo com os 

dados previamente publicados (Serody e cols. 1999 e 2000) nos quais CCL3 é importante 

para doença clinica e letalidade associadas à GVHD, e pela primeira vez mostram que 

terapias baseadas no bloqueio da CCL3 são eficazes no controle da doença em 

camundongos. 
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Experimentos foram então realizados a fim de esclarecer os mecanismos pelos quais 

o bloqueio de CCL3, por evasina-1, poderia proteger camundongos submetidos à GVHD. 

Células CD8+, CD4+ e macrófagos são leucócitos que desempenham um papel efetor na 

GVHD (Thiele e cols. 1989, Murai e cols.1999, Serody e cols. 1999 e 2000, El-Hayek e cols. 

2005, Jaksch e Mattson e cols. 2005).  Em camundongos tratados com evasina-1 

observamos significante redução do número destes leucócitos no intestino. A inibição do 

recrutamento foi secundária à capacidade de evasina-1interferir na adesão de leucócitos em 

vênulas do tecido inflamado, como demonstrado por microscopia intravital. Esse resultado 

sugere que CCL3 desempenha um importante papel na adesão e subseqüente recrutamento 

de células inflamatórias para órgãos alvo da GVHD, como intestino. Além disso, 

camundongos tratados com evasina-1 apresentaram redução dos níveis de CCL5 no 

intestino. CCL5 é uma quimiocina importante para o recrutamento e proliferação de células T 

aloespecificas na GVHD (Choi e cols. 2007). Sendo assim, os efeitos de evasina-1 nos 

níveis de CCL5 também podem ser relevantes para a diminuição do infiltrado celular nos 

órgãos alvo da GVHD. Em nosso trabalho não foram investigados os mecanismos pelos 

quais bloqueio de CCL3 levaria à inibição de CCL5. Mas CCL3 parece importante para o 

recrutamento de células que produzem CCL5 em órgãos alvo da GVHD, tais como CD4+ e 

CD8+. CCL5 é uma quimiocina quimioatraente para células T com um perfil de ativação 

predominantemente Th1e pode também ser liberada por estes linfócitos (Choi e cols. 2005, 

Lukacs e cols. 2000, Ward e cols. 1998, Schall e cols. 1990). De acordo com os estudos 

citados foi observada uma redução nos níveis de IFN-γ no intestino e fígado de 

camundongos tratados com evasina-1. IFN-γ participa de forma importante na patogênese 

da GVHD (Mowat 1989, Niederwieser e cols. 1990, Ellison e cols. 1998 e 2003). Os níveis 

reduzidos desta quimiocina também podem contribuir para a proteção dos órgãos alvo e 

mortalidade associada à GVHD. Adicionalmente, estudos têm mostrado um importante papel 
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do TNF-α na GVHD (Kregner e cols. 1997, Cooke e cols. 1998, Wysocki e cols. 2005, 

Jaksch e Mattson e cols. 2005, El-Hayek e cols. 2005, Bouazzaoui e cols. 2009). Também 

em nosso modelo, foi observado um aumento nos níveis de TNF-α, no intestino, após a 

indução da GVHD e o tratamento com evasina-1 não modificou esse achado (dados não 

mostrados). Estes resultados estão de acordo com a eficácia da evasina-1 em diminuir  mas 

não abolir a doença, como demonstrado nos estudos com PAF. 

 A interação de mediadores inflamatórios, como a CCL3 e o PAF, com seus receptores 

induz ativação de uma cascata de sinalização intracelular envolvendo a fosfatidilinositol-3-

quinase gama (PI3Kγ), que tem um papel fundamental na migração de leucócitos para sítios 

inflamados (Hirsh e cols., 2000, Fruman e cols., 2002). Assim, um dos nossos objetivos foi 

investigar o papel desta enzima na resposta inflamatória associada à GVHD e se o seu 

bloqueio poderia ser uma estratégia terapêutica útil para o controle da doença.  

 Transplante de esplenócitos deficientes para PI3Kγ ou sua inibição foi acompanhada 

por uma significante diminuição da GVHD, como demonstrado pela redução da mortalidade, 

sinais clínicos, lesão hepática e intestinal, translocação bacteriana e produção de citocinas 

pro-inflamatórias, comparados a camundongos que receberam células selvagens. 

Amenização da GVHD em camundongos que receberam esplenócitos deficientes para PI3Kγ 

foi associada com redução do influxo de leucócitos, incluindo macrófagos, células CD8+, 

CD4+ e CD11c+ no intestino delgado. Inibição do recrutamento de leucócitos foi associada 

com a redução de quimiocinas, incluindo CCL2, CCL3 e CCL5. Experimentos utilizando 

microscopia intravital também mostraram que PI3Kγ desempenha um papel direto no 

rolamento e adesão de leucócitos às células endoteliais dos tecidos afetados. Estes 

resultados sugerem que participação no recrutamento de leucócitos com subseqüente  

acúmulo destas células nos órgãos afetados e aumento dos níveis de citocinas e 
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quimiocinas pro-inflamatórias são os mecanismos pelos quais PI3Kγ participa da GVHD 

murina. 

 No presente estudo transferência de esplenócitos deficientes em PI3Kγ foi associada à 

redução do infiltrado de macrófagos e linfócitos no intestino, diminuindo a lesão intestinal, a 

translocação bacteriana e a morte por GVHD. Estes resultados evidenciam o papel da PI3Kγ 

presente nos leucócitos na patogênese da doença. Além disso, os resultados sugerem que a 

proteção observada em camundongos que receberam células deficientes para PI3Kγ é 

relacionada à inibição do acúmulo dos leucócitos CD4+, CD8+, CD11c+ e macrófagos em 

órgãos alvo da doença. 

 Sendo assim, experimentos foram realizados a fim de esclarecer os mecanismos pelos 

quais PI3Kγ poderia interferir no recrutamento das células acima citadas para os locais de 

lesão associados à GVHD. No intestino de camundongos submetidos à GVHD, foi 

observada a redução dos níveis de CCL2, CCL3 e CCL5 quando as células doadas eram 

deficientes para PI3Kγ. Estas quimiocinas desempenham papel importante na GVHD por 

dirigir o recrutamento de células inflamatórias para os tecidos alvo (Serody e cols. 1999 e 

2000, Wysock e cols. 2005, Jaksch e Mattson 2005, Choi e cols. 2007, Bouazzaoui e cols. 

2009). Assim, a redução dos níveis dessas quimiocinas poderia contribuir para a redução do 

influxo de leucócitos para os locais de lesão na GVHD. 

 Alguns estudos mostraram o papel crucial de PI3Kγ no rolamento e adesão de 

leucócitos à microvasculatura, observado através de microscopia intravital (Puri e cols., 

2005, Pinho e cols., 2007, Liu e cols., 2007). Diminuição do rolamento e adesão leva 

conseqüentemente à redução da migração e acúmulo de leucócitos no sítio inflamatório.  A 

ausência de PI3Kγ nos leucócitos ou nas células endoteliais parece contribuir para a redução 

do rolamento e adesão dos leucócitos (Puri e cols., 2005, Liu e cols., 2007). Entretanto, a 

maioria dos estudos avalia o papel da PI3Kγ no rolamento e adesão de neutrófilos (Puri e 
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cols., 2005, Pinho e cols. 2007, Liu e cols., 2007), que não é o principal tipo celular envolvido 

na GVHD (Wysock e cols. 2005 e Jaksch e Mattson 2005). Realmente, em nosso modelo 

não foi observado aumento de neutrófilos nos órgãos alvo da GVHD (dados não mostrados). 

Nós mostramos que na ausência de PI3Kγ, o recrutamento de células efetoras na GVHD é 

reduzido nos órgãos alvo.  

 Após visto a importância da CCL3, do PAF e da PI3Kγ na resposta inflamatória 

associada à GVHD, seria interessante investigar se estas moléculas interferem na resposta 

das células doadas contra o tumor - resposta do enxerto-versus-tumor. Essa resposta é 

particularmente importante uma vez que o transplante de medula óssea é a terapia padrão 

para a leucemia e outros tipos de doenças malígnas (Kolb e cols., 2008, Johnson e cols., 

1996). As células doadas depois de ativadas desenvolvem uma resposta contra o tumor, 

eliminando as células tumorais remanescentes da quimioterapia ou radioterapia (Kolb e 

cols., 2008, Johnson e cols., 1996, Johnson e cols., 1992). Modelos animais têm sido 

usados no estudo da resposta do enxerto-versus-tumor considerando que, 

terapeuticamente, seria ideal um tratamento que conseguisse diminuir a reação do enxerto-

versus-hospedeiro sem diminuir a reação do enxerto-versus-tumor (Johnson e cols., 1992, 

1996 e 1999). Em nosso estudo, observamos uma significante resposta do enxerto-versus-

tumor após o transplante de esplenócitos, verificado pela inibição do crescimento de células 

P815-GFP+, que é uma linhagem de mastocitoma que se transforma em leucemia. De forma 

importante, tratamento com evasina-1 ou a ausência do PAFR ou da PI3Kγ nas células 

doadas não afetaram a resposta do enxerto-versus-tumor, apesar de diminuírem a GVHD. 

Uma análise dos linfonodos e baço dos camundongos tratados com evasina-1 mostrou que 

este tratamento não interfere na chegada das células CD8+ nesses órgãos, nem tão pouco 

na ativação dessas células (dados não mostrados). Sendo assim, evasina-1 diminui o 

recrutamento de células inflamatórias para os órgãos alvo sem interferir na chegada dessas 
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células nos órgão linfóides, onde ocorre a reação do enxerto-versus-tumor. Esse mesmo 

mecanismo deve explicar a manutenção da reação do enxerto-versus-tumor em 

camundongos que receberam células deficientes para o PAFR e PI3Kγ. 
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CONCLUSÃO 

 

 No presente estudo observamos que a ausência nas células doadas ou o bloqueio do 

PAFR, da CCL3 e da PI3Kγ protegeram camundongos submetidos à GVHD através da 

diminuição dos sinais clínicos e prevenção da morte. Essa proteção está ligada ao menor 

recrutamento de células inflamatórias para os órgãos alvo e, conseqüentemente, diminuição 

da produção de mediadores inflamatórios importantes para a perpetuação da doença e 

destruição desses órgãos. Um possível mecanismo que explicaria o menor recrutamento de 

células inflamatórias para os órgãos alvo seria a interferência dessas moléculas nos 

processos de rolamento e adesão das células inflamatórias. De maneira importante, 

mostramos também que apesar de diminuir a resposta inflamatória associada à doença, o 

bloqueio da CCL3 ou a ausência do PAFR e da PI3Kγ na célula doada não interferiram na 

resposta do enxerto-versus-tumor, o que pode ser considerado para um futuro uso 

terapêutico para controlar o desenvolvimento da GVHD em humanos.  
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