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Resumo

Introducgéo: Algumas proteinas de choque térmico, como a HSP 70
micobacteriana, apresentam propriedades anti-inflamatérias e protetoras em
modelos experimentais de doencas como artrite e aloenxertos cutaneos.
Essa proteina pode modular tanto o sistema imune inato quanto o
adaptativo.

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da
proteina HSP70 de M. tuberculosis no desenvolvimento da resposta
pulmonar alérgica em um modelo experimental de asma alérgica em
camundongos.

Métodos: camundongos BALB/c fémeas submetidos a um protocolo
de inducdo de asma por ovalbumina foram expostos a proteina HSP70 de M.
tuberculosis através de diferentes vias de administracdo (intraperitoneal e
intranasal). Foram analisados parametros inflamatorios (leucécitos e
citocinas IFN, IL-4, IL-5 e IL-10) no fluido do lavado broncoalveolar.

Resultados: A administracdo de MtHSP70 intranasal reduziu
significativamente o infiltrado inflamatério e os niveis de IL-5 e IFN-y no
lavado broncoalveolar.

Conclusao: A proteina HSP70 micobacteriana pode apresentar

potencial aplicacdo no tratamento da asma alérgica.

Palavras chave: asma, camundongos, resposta pulmonar alérgica,

imunoterapia, HSP70 micobacteriana, proteinas de choque térmico.
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Abstract

Introduction: Heat shock proteins like mycobacterial HSP70 has a
protective and anti-inflamatory activity in several animals models diseases,
like arthritis and skin allograft. This protein can modulates both the innate

and adaptative immune system.

Objective: The aim of this study was evaluate the effect of HSP70
from M. tuberculosis on development of pulmonary allergic reponse in a mice

model.

Methods: Female BALBc mice with ovalbumin induced pulmonary
disease received intraperitoneal inject or intranasal instillation of
mycobacterium HSP70. Treg cell in lung tissue, inflammatory cells profiles

and cytokines levels in broncalveolar lavage fluid was measured.

Results: HSP70 show an inhibitory effect on pulmonary allergic
response on mice. Eosinophils, IL-5 and IFN-y levels was reduced in
broncoalveolar lavage fluid in animals that received intranasal instillation of

mycobacterial HSP70.

Conclusion: Mycobacterial HSP70 can be efficiently used to treat

airway allergic disorders.

Key-words: allergic pulmonary response, asthma, mice, mycobacterial

HSP70, heat shock proteins, immunotherapy.
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REFERENCIAL TEORICO

Introducéo

A asma € uma doenca crbnica das vias aéreas que ocorre em todas
as idades, frequentemente iniciando nos primeiros anos de vida.
Caracterizada por hiperresponsividade das vias aéreas inferiores e limitacéo
variavel do fluxo aéreo, a inflamacao brénquica exerce um papel importante
na fisiopatogenia da doenca. A partir da sensibilizacdo a alérgenos
especificos, diversas células, citocinas e mediadores inflamatorios
participam da resposta imune e da inflamacéo tecidual, resultando em um
quadro de bronco-constricdo inicialmente e, posteriormente, remodelamento
das vias aéreas. A presenca de atividade de eosinofilos, macrofagos,
mastocitos, de IgE especifica para alérgenos e de linfécitos Th2 exercem um
papel central neste processo. Leucotrienos, fator de necrose tumoral (TNF-
a), interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, proteina catibnica eosinofilica (ECP) e
peroxidase eosinofilica (EPO) sédo alguns dos principais mediadores e
citocinas envolvidos na resposta alérgica. Diversos fatores genéticos
também contribuem para uma maior susceptibilidade e severidade da
doenca.’

A asma é uma doenca com elevada morbidade e altos custos para
0s sistemas de saude. Estima-se que aproximadamente 300 milhdes de
individuos sofram desta doenca no mundo, sendo atualmente a doenca
cronica mais comum na infancia. Estima-se também que 250.000 pessoas
morrem de asma por ano e que havera 100 milh6es de pessoas a mais com

esta doenca em 2025. Além disto, o custo econdmico para a sociedade é



15

substancial, estando diretamente associado aos custos de saude publica e
do paciente e sua familia. Estimativas da década de 90, mostram que um
pais pode gastar 12,7 bilhdes de délares por ano com esta doenca.*?

O impacto da asma na criangca € muito grande, com importante
repercussao na qualidade de vida. Um numero significativo de criancas com
asma apresenta crises frequentes, consultas médicas em emergéncia,
perdas escolares e repercussées no aspecto emocional. O inicio da asma é
comum nos primeiros anos de vida. Um estudo com criangas americanas
demonstrou que 2,7 milhdes de criangcas com asma apresentavam inimeras
perdas escolares e consultas médicas, com 200.000 hospitalizacdes
anuais.”

Acredita-se que a asma pode ser evitdvel com intervencdes nos
eventos envolvidos no inicio do processo, em especial na sensibilizacdo
inicial do sistema imunolégico de pacientes atOpicos contra alérgenos
ambientais. A compreensdo dos mecanismos de sensibilizacdo alérgica e
controle da resposta imune mudou radicalmente nos ultimos anos. Um
controle adicional dos disturbios que acometem as paredes das vias aéreas
parece ser exercido por macrofagos residentes, que no estado inativo, tem
uma funcdo importante na regulacdo da resposta de linfécitos T devido a
regulacdo direta do ciclo das células T, e também através de seu efeito

inibitorio sobre as populacées de células apresentadoras de antigenos.>

Prevaléncia de asma infantil no mundo

A prevaléncia de asma de origem atdpica tem aumentado em

diversos paises nas JUltimas décadas, particularmente em paises
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desenvolvidos ou em populagcbes em processo ativo de urbanizacéo,
existindo poucas regides no planeta onde ndo exista ocorréncia dessa
doenca.’

Ao contrario da maioria dos paises desenvolvidos e de populacdes
urbanas, tem se encontrado uma prevaléncia reduzida de doencas alérgicas
em populacées de baixo nivel sécio-econdmico e de zonas rurais.®>"®° Tanto
na Etiopia como na Alemanha, a asma é mais prevalente em zonas urbanas
do que nas rurais.”® Além disto, o estudo ISAAC (International Study of
Asthma and Allergies in Childhood), que comparou a prevaléncia de asma e
atopia em 155 centros de 56 paises, demonstrou que as prevaléncias de
asma em criancgas variam bastante entre paises (entre 2% e 33%), incluindo
variacdes dentro de um mesmo pais.” Essas diferencas de prevaléncias
entre populacdes na faixa etaria pediatrica resultaram no surgimento de
diversas hipoteses do ponto de vista causal. Nao excluindo o indiscutivel
papel genético na fisiopatogenia da doenca, aspectos relacionados a fatores
ambientais, principalmente associados a infeccfes, particularmente nos
primeiros anos de vida, tém sido amplamente estudados nos ultimos anos e
parecem exercer um papel importante no desenvolvimento da doenca.

As doencas alérgicas sao causadas por uma interacdo complexa
entre caracteristicas genéticas do individuo e fatores ambientais. O aumento
significativo da prevaléncia de asma atOpica nas Ultimas décadas em
determinadas populagbes sugerem que a exposicdo a fatores ambientais
possam apresentar um papel relevante nesta relacdo. Além disto, resultados
de estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma relacdo inversa entre a
prevaléncia de asma e atopia e de exposicéo a infec¢des (virus, bactérias e

9-11

parasitas) e produtos bacterianos (endotoxinas). A partir destas
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evidéncias, foi desenvolvida a “hipdtese da higiene”, postulando que

infeccdes inibem o desenvolvimento de atopia.*?

Interacdes entre infec¢cbes e atopia

Diversos estudos tém demonstrado que infeccbes por diferentes
agentes ou contato com microorganismos especificos reduzem a prevaléncia
de asma e atopia.

Em relacdo a infeccbes parasitarias, o surgimento de diversos
estudos populacionais demonstrando uma relagcéo inversa entre parasitoses
e o desenvolvimento de doencas alérgicas, tem gerado especulacdes sobre
um efeito protetor (ou imunomodulador) dos parasitas em relagdo a atopia.
Estudos realizados no Equador encontraram uma relagdo inversa entre
infeccdo por helmintos e teste cutineo para alergia em criancas.'®
Scrivener e colaboradores demonstraram que niveis elevados de infeccéo
parasitaria podem prevenir sintomas de asma em individuos atépicos
africanos.’® Outros trabalhos demonstraram uma reducédo na prevaléncia de
asma em adolescentes infectados por Schistosoma mansoni, e que a carga
parasitaria da infec¢do por este helminto estd inversamente associada com
resposta positiva de testes cutaneos de individuos atépicos.*®*’ O resultado
desses estudos tem reforcado a hipétese da higiene e tem resultado em
amplas discussdes académicas sobre o assunto.

Por outro lado, alguns autores demonstraram uma associacao
positiva entre infeccdo parasitaria com asma e atopia, particularmente em

relacdo a infecgcdo por Ascaris lumbricoides. Palmer e colaboradores,

analisando a relacdo entre asma, atopia e infeccdo por este parasita,
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demonstraram que a doenca por este helminto aumentava o risco de
desenvolvimento de asma, hiperresponsividade bronquica a metacolina, e
sensibilizacdo & aeroalérgenos.'® Além disto, outro estudo demonstrou que
pacientes tratados com anti-helminticos apresentaram uma melhora clinica
da asma quando comparados a um grupo n&o tratado.*® Especula-se que a
associacdo de infeccdo e asma com esses resultados discrepantes
poderiam estar associados a passagem do helminto pelo pulméo, através do
seu ciclo pulmonar, ndo estando associados especificamente a modulagcéo
da resposta imune sistémica no hospedeiro. Negréo-Corréa e colaboradores
demonstraram que Strongyloides venezuelensis induz uma reagéo
inflamatéria eosinofilica nas vias aéreas em modelo animal.?*® Estas
alteracdes poderiam ser causadas diretamente pela migracdo obrigatéria do
parasita pelo pulmé&o do hospedeiro, como ocorre com o A. lumbricoides. Tal
achado poderia explicar os resultados de estudos populacionais que
encontraram uma associacdo positiva entre infeccdo por helmintos e
sibilancia, reforcando a necessidade de se estudar melhor os mecanismos
da relacdo entre asma e diferentes helmintos para tentar responder algumas
dessas perguntas. Conforme exposto, o efeito de diferentes parasitas no
desenvolvimento de asma em populacfes distintas é ainda pouco claro e
necessita de novos estudos, principalmente dos mecanismos envolvidos
nesta associagao.

Com as evidéncias controversas em estudos epidemiolégicos em
humanos, a realizagéo de trabalhos em modelos experimentais torna-se uma
abordagem atraente para um melhor entendimento dos mecanismos

envolvidos nesta relacao.
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Wang e colaboradores foram os primeiros autores a demonstrar que
infeccdo parasitaria por Strongyloides stercoralis suprime a resposta
pulmonar alérgica em modelo experimental murino.** Utilizando outro
modelo, a infec¢do por Nippostrongylus brasiliensis parece também suprimir
a resposta eosinofilica das vias aéreas em camundongos.? Nosso grupo de
pesquisa demonstrou que tanto animais infectados por Angiostrongylus
costaricensis quanto a inoculacdo do extrato deste parasita podem inibir a
inflamac&o tecidual da resposta pulmonar alérgica.>®?* Além disto, outros
autores demonstraram que o extrato de Ascaris suum, e uma proteina
especifica (PAS-1) deste helminto, apresentam também uma atividade
antiinflamatéria na resposta pulmonar alérgica.>>?® Os resultados dos
estudos experimentais com diferentes parasitas tém sido consistentes,
demonstrando um efeito inibidor da resposta pulmonar alérgica no
hospedeiro. Mesmo com estas evidéncias, 0s mecanismos especificos de
inibicdo da resposta alérgica no pulméo e a existéncia ou ndo de respostas
distintas a diferentes parasitas ainda sdo pouco conhecidas.

Existem, até o0 momento, alguns mecanismos propostos para esta
relacdo protetora entre helmintos e atopia. Um dos mais aceitos até o
momento é o de que uma inibicdo desencadeada por alguns patdégenos seja
mediada através da ativagdo de linfoécitos T reguladores (T-reg), com
producéo de citocinas anti-inflamatdrias como IL-10 e TGF-B.?>* N&o pode
ser excluida a possibilidade de alguns patdgenos induzirem uma resposta
Thl no hospedeiro, que poderia inibir a resposta alérgica mediada por
células Th2, por acédo direta de citocinas como IFN-y e IL-1B que inibem
diretamente a proliferacéo da linhagem de linfécitos auxiliares Th2, como é o

exemplo demonstrado pela infeccdo por A. costaricensis em
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camundongos.?*** Em relac&o aos estudos com A. lumbricoides (que parece
nao ter um efeito protetor para asma) e outros helmintos com ciclo pulmonar,
este efeito poderia estar associado a inflamacéo na via aérea pelo ciclo
pulmonar do helminto e ndo a um mecanismos relacionado a resposta imune
parasita-hospedeiro.'8*°

Exposicdo a patdgenos tais como virus da hepatite A, Toxoplasma
gondii, Helicobacter pilori e Mycobacterium tuberculosis parecem reduzir
significativamente o risco de atopia, provavelmente por estimulo de reposta
mediada por linfocitos Thl e efeito supressor direto deste grupo de citocinas
sobre a resposta Th2.%

Alguns estudos epidemiolégicos ndo tem encontrado diferencas
significativas na relacao entre infecces parasitarias (de um modo geral, sem
avaliar o parasito especificamente) e asma, porém diversos estudos
apresentaram resultados que sugerem que a infeccdo parasitaria reduz
significativamente a ocorréncia da doenca.

Devido a evolucgéo paralela dos patbgenos com o sistema imune de
seus respectivos hospedeiros, muitos desses organismos possuem
mecanismos de evasdo da resposta imune mediado através de uma
regulacdo da resposta inflamatéria. Sao inUmeras as substancias com
atividade imunomoduladora isoladas de agentes patogénicos que conferem
a habilidade a esses organismos para fugir dos ataque dos mecanismos
efetores do sistema imunoldgico, seja desviando a resposta imune ou
inibindo-a, resultando em infec¢cdo. Muitas dessas substancias podem
potencialmente ser produzidas por técnicas de biotecnologia para gerar
novos medicamentos capazes de atuar de forma terapéutica nas desordens

do sistema imune.
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Reforcando estas hipoteses, em estudos prévios, diversas proteinas
secretadas por diferentes helmintos tém demonstrado efeitos
imunomoduladores no sistema imunolégico de camundongos. A proteina
denominada PAS-1 do parasito Ascaris suum demonstrou atividade
antiinflamatoria em modelos experimentais tanto de doencas eosinofilicas
como neutrofilicas.??

Parasitos classificados no taxon das filarias, como por exemplo
Brugia malayi e B. pahangi, vivem em contato direto com o sistema imune do
hospedeiro e produzem moléculas com atividades regulatérias.®® Estas
moléculas atuam modificando a apresentacdo de antigenos, inibindo
migracdo de macrofagos, ativando linfocitos T-reg, ou ainda, secretando
uma protefna com atividade regulatéria homéloga ao TGF-B.>* Dentre as
diversas moléculas imunomodulatérias que tém sido descritas em diferentes
espécies de parasitos, as mais bem caracterizadas sdo as cistatinas
(inibidores de cisteinas proteases). Acredita-se que tais moléculas interferem
na apresentacdo de antigenos e na resposta dos linfocitos T, inibindo
importantes  processos cataliticos nos lisossomos das células
apresentadoras de antigeno.®*

Schierack e colaboradores (2003) compararam os efeitos de
cistatinas de diferentes espécies de filarias, Onchocerca volvulus e
Acanthocheilonema viteae utilizando como controles cistatinas de C.
elegans, um helminto de vida livre. Os resultados encontrados
demonstraram que as cistatinas de C. elegans ndo apresentam modulagéo
na inibicdo da resposta imune com a mesma intensidade que as cistatinas
de filarias, que pode ser devido a adaptacdes relacionadas ao estilo de vida

do parasito.®® Outra cistatina de N. brasiliensis, denominada nipocistatina,
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apresenta atividade modulatéria no processamento antigénico inibindo a
resposta imune antigeno-especifica, sugerindo que este parasito utiliza essa
proteina como mecanismo de evasdo as respostas efetoras do sistema
imune do hospedeiro.*® Os autores de todos esses estudos sobre cistatinas
de nematddeos, acreditam na possibilidade de que estas proteinas com
atividade inibidoras das cisteinas proteases estdo intrinsecamente
relacionadas aos mecanismos de evasdo dos parasitos. Sendo secretadas
para escapar ao ataque do sistema imune do hospedeiro, possivelmente
fazem parte dos mecanismos de modulacdo que muitos patdgeno possuem
para sobreviver em contato com o sistema imune do hospedeiro.

Ndo sO proteinas, mas também substancias ndo protéicas
secretadas por parasitas podem ter efeito regulador no sistema imune dos
hospedeiros. Em um estudo publicado em 2007, Trujillo-Vargas e
colaboradores, demonstraram que o efeito inibitério na supressdo da
resposta alérgica causado pelos produtos secretados pelo parasito
Nippostrongylus brasiliensis se manteve ap0s tratamento dos produtos
secretados pelo parasita por aquecimento ou digestdo com proteinase K.*’

As substancias sintetizadas por organismos patogénicos que
possuem efeitos imunoldgicos, inibindo ou modulando a resposta
inflamatéria, podem potencialmente serem utilizadas no desenvolvimento de
novas terapias para doencas inflamatérias como a asma e as doengas auto-

imunes.
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Desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas

No Brasil, o tratamento padrdo para asma tem sido basicamente por
uso de medicamentos antiinflamatérios (corticoides) e broncodilatadores
(beta-2-adrenérgicos inalatorios). Os antileucotrienos também se
demonstraram efetivos na profilaxia da asma cronica.® Entretanto, os
corticoides e beta-2-adrenérgicos s6 atuam efetivamente uma vez a doenca
ja estabelecida e ndo s&o isentos de efeitos adversos.>**04

Os corticéides consistem em um grupo de farmacos amplamente
utilizado na medicina por seu potente efeito inibitorio das respostas
inflamatorias. Devido a isto, os glicocorticéides séo utilizados com finalidade
de reduzir o perfil inflamatério nos tecidos, praticamente em todas as
especialidades médicas, porém, seus efeitos adversos ocorrem em Vvarios
tecidos do organismo, com potencial dano permanente em cartilagens,
hipofuncao das glandulas supra-renais, e deficiéncias de crescimento.*

A primeira descricdo do uso de corticoides foi em 1944, com os
trabalhos de Tadeusz Reichstein, juntamente com Edward Calvin Kendall e
Philip Showalter Hench, os quais foram premiados com o Nobel da Fisiologia
em 1950 pelos trabalhos que resultaram no isolamento da cortisona, e
forneceram os primeiros resultados consistentes da possibilidade de uso
desses hormdnios como anti-inflamatérios.*? Apés estas descobertas, 0s
estudos que seguiram essas linhas de pesquisa possibilitaram a descoberta
de métodos de sintese organica cada vez mais eficientes para se chegar ao
nivel atual de producdo desses farmacos. Os primeiros métodos de sintese
eram onerosos do ponto de vista financeiro e apresentavam baixos

rendimentos para a producdo em larga escala destes compostos.
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Ao chegar as células-alvo, o cortisol atravessa a membrana
plasmatica e liga-se a receptores citoplasmaticos. Esse processo causa um
acumulo do hormdnio no interior das células-alvo, pois, enquanto nas outras
células o hormdnio tem livre transito, naquelas, as proteinas receptoras
desviam esse equilibrio para o interior das células. Apesar disto, uma série
de efeitos deletérios tem sido registrados, como reducdo na sintese de
colageno e proteoglicanos nas cartilagens do anel de crescimento, reduzida
regeneracdo axonal e apotose de células hipocampais.** Todos esses
efeitos adversos tornam controversa a indicacdo ou ndo de corticoterapia,
apesar de seu incontestavel efeito anti-inflamatério. E necessario uma
avaliacao criteriosa quanto a necessidade de indicacdo dessa terapia e um
acompanhamento atento de todo paciente em uso crénico de altas doses de
glicocorticéides, monitorando o0s efeitos na glicemia, crescimento e
parametros neuroldgico, principalmente em individuos jovens.*

A nivel molecular sabe-se que, ap0s a entrada do complexo
receptor-horménio para o interior do nucleo da célula alvo, o glicocorticéide
liga-se a sitios aceptores nos cromossomos. Por repressdo direta da
transcricdo dos fatores nucleares pro-inflamatérios NF-kB e NF-AT (nuclear
factor of activated T-cells) que regulam a expressdo de outros genes
inflamatorios. O receptor de glicocorticéide (GR) interage com o NF-kB pela
ligacdo a subunidade p65 do heterodimero NF-kB, impedindo a ligagdo do
DNA ao NF-kp, suprimindo a transcrigdo de genes como os que codificam as
citocinas IL-6 e IL-8, enzimas inflamatdrias, mediadores lipidicos como as
prostaglandinas e leucotrienos, e também expressdo de moléculas de

ades#o pelas células do endotélio.***>*°
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Existem intensos esforcos, por parte de muitos pesquisadores que
pesquisam alergias para tentar descobrir medicamentos capazes de prevenir
as doencas alérgicas ou, pelo menos, diminuir a dependéncia de
glicocorticéides nos casos mais graves, como asma de dificil controle.

Diversos pesquisadores no mundo inteiro tem estudado diferentes
substancias que possam ser potencialmente utilizadas no tratamento das
doencas alérgicas. Entre os medicamentos em fase de testes em seres
humanos podemos citar o0 suplatast tosilate (3-{[4-(3-ethoxy-2-
hydroxypropoxy)phenylJamino}-3-oxopropyl)(dimethyl)sulfonium-4-
methylbenzenesulfonate), que tem demonstrado importantes efeitos
supressores da resposta pulmonar alérgica, em diversos estudos.*’#8490
Entretanto, este farmaco pode potencialmente oferecer sérios riscos a
saude, devido a natureza desse composto quimico que contém em sua
estrutura molecular dois anéis benzénicos. Pesquisas demonstrando o
potencial efeito terapéutico desse farmaco e eficacia para tratamento de
doencas do sistema imune mediadas por células Th2 sdo abundantes na
literatura médica, porém sado dificeis de encontrar estudos importantes
discutindo o risco biolégico dessa substancia.

Um potencial recurso para a descoberta de novas terapias esta na
biodiversidade. Ao longo da evolucdo da espécie humana, diversos
bioprodutos tem sido utilizados na tentativa de curar, ou pelo menos
amenizar os sofrimentos decorrentes das mais diversas doencas. Diversas
moléculas e substancias tem sido isoladas de organismos vivos e estudadas
devido ao seu potencial efeito terapéutico. Um exemplo classico disso foi a

descoberta da penicilina, isolada de fungos do género Penicillium, em 1928
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por Alexander Fleming, que revolucionou a medicina devido a seu efeito
bactericida de amplo espectro.

Em 2009, um estudo publicado por Park e colaboradores,
demonstrou o efeito de um bioproduto (flavondide) derivado de plantas
medicinais com potencial efeito terapéutico para tratamento de alergias.
Neste trabalho, ficou comprovado que a quercetina (um flavondéide presente
em diversos vegetais) reduziu a inflamacgéo alérgica e hiperresponsividade
brénquica devido a alteracdo da polarizacdo Th1/Th2, sugerindo que esse
composto pode oferecer uma nova abordagem terapéutica para as doencas
respiratérias alérgicas.” Dentro da linha de pesquisa por substancias
oriundas da biodiversidade com efeito no tratamento da asma podemos citar
também uma lectina ligante da D-galactose, isolada do latex de Synadenium
carinatum. Esta substéncia apresentou um efeito inibitério do fator de
transcricdo NF-kB, regulando negativamente o processo inflamatério e
reduzindo significativamente o infiltrado celular e as citocinas pro-
inflamatdrias como IL-4 e IL-5. Este trabalho foi conduzido em modelo de
inflamac&o pulmonar alérgica induzida por ovalbumina em camundongos.>?

Em trabalho experimental publicado em 2010 por Cardoso e
colaboradores, foi demonstrado que diferentes antigenos de Schistosoma
mansoni (Sm22-6, PIlll e Sm29) apresentam importante efeito supressor na
resposta alérgica induzida por ovalbumina em camundongos, sugerindo
também, que essas substancias podem ser importantes candidatas para o
desenvolvimento de novas terapias no tratamento da asma alérgica.>

O medicamento omalizumabe, um anticorpo monoclonal especifico
para a fragdo Fc dos anticorpos IgE, atua inibindo a ligacdo do anticorpo

com o receptor de alta afinidade (FceRI) presente nas células efetoras. Este
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medicamento tem sido umas das opcdes de tratamento da asma de dificil
controle. A ligacdo desse anticorpo monoclonal inibe a cascata inflamatoria
mediada por IgE, pois evita a ativacdo de células efetoras, como basofilos,
mastocitos e eosindfilos. Esse medicamento tem sido testado em individuos
que fazem uso crénico de esterdides para tentar minimizar os efeitos nocivos
do tratamento com corticoides, e tem apresentado bons resultados na
melhora clinica do paciente, reduzindo a dependéncia dos
corticosterdides.>*>®

O estudo de novas terapias para o tratamento das doencas alérgicas
tem sido intenso na busca de terapias alternativas para evitar, ou pelo
menos, reduzir o uso dos corticoides, na tentativa de reduzir a exposi¢ao do

paciente com asma a todos os efeitos adversos desse farmaco ou encontrar

alguma forma de prevencéo primaria da doenca.

Fatores genéticos associados com o desenvolvimento da asma

O risco para atopia e desenvolvimento de doengas mais graves
como a asma possui uma forte base familiar, sendo influenciado por varios
loci genéticos. Os individuos atépicos apresentam maior quantidade de
anticorpos IgE e eosinodfilos na corrente sanguinea. As pesquisas em busca
de polimorfismos genéticos relacionados com o status atopicus encontraram
inUmeros genes distintos que aumentam a suscetibilidade para doencas
alérgicas.>

Uma abordagem muito utilizada na identificacdo de genes de
susceptibilidade a asma € o estudo de polimorfismos em genes candidatos.

Para verificagdo de wuma associacdo genética entre determinado
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polimorfismo e a doenca é necessario testar se uma variagcdo genética
especifica € mais comum entre asmaticos e ndo-asmaticos. Nesses estudos
de associacdo é necessario que os individuos controles compartilhem
semelhancas étnicas ou geogréficas com os individuos afetados.®

Existem diversas regifes nos cromossomos que estdo associadas a
distarbios do sistema imune. Muitas das regides que estdo associadas a
alergias sdo também relacionadas com doencas autoimunes, sugerindo a
associacdo de determinados polimorfismos genéticos com a exacerbacao da
resposta inflamatoéria. Um dos genes candidatos a uma maior suscetibilidade
as doencas alérgicas como asma e dermatite atdpica, codifica a subunidade
B do receptor de alta afinidade para IgE (FceRI) e esta localizado no
cromossomo 11q12-13.°7

Outra regido no genoma também fortemente associada com
doencas inflamatérias € a regido 5q31-33, a qual contém alguns tipos de
genes alterados que codificam citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e GM-
CSF) intimamente interligadas que promovem um aumento na resposta Th2,
aumentando a ativacdo e sobrevivéncia dos eosinodfilos, proliferacdo dos
mastoécitos e mudanca de classe para IgE. A variagdo em um promotor na
regido que codifica a IL-4, tem sido associada a um aumento nos niveis de
IgE. Também uma mutacdo especifica na subunidade do receptor de IL-4,
que causa um aumento da sinalizacdo apds a ligacdo da citocina com o
receptor, tem sido associada com atopia.>>>’ Karunas e colaboradores
demonstraram que existem cinco marcadores no cromossomo 17¢12-21
associados como o desenvolvimento de asma bronquica em um estudo

populacional na Russia.>®
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Ja foram propostos diversos genes candidatos (mais de 100 loci
genéticos) relacionados com uma maior susceptibilidade para o
desenvolvimento da asma. Resultados obtidos de triagens gendmicas
forneceram evidéncias de associacfes em multiplos locais no genoma. Além
disso, os eventos imunoldgicos associados com a ativacdo das respostas
inflamatorias envolvem uma grande variedade de mediadores inflamatérios,
como as citocinas e seus respectivos receptores, fatores de transcricéo,
algumas proteinas constitutivas e quimiocinas. Entretanto, os resultados de
estudos que demonstraram maiores evidéncias em busca de associacéo
genética, que predispde para o desenvolvimento da asma, envolvem as
cinco regibes do genoma humano a seguir. 5931-32, 6p21, 11ql2-13,
16p11-12, e 20p13.%% 60616263

Todos os estudos buscando associacdes de polimorfismos genéticos
relacionados com um maior risco para desenvolvimento de doencas
alérgicas, demonstram o quanto sdo complexos 0s processos fisiologicos
dessas doencas. Também é necessario considerar as possiveis interacoes
entre a heranca genética e os fatores ambientais. A total compreenséo
dessas interacbes pode, no futuro, guiar a préatica clinica com o
desenvolvimento e aplicacdo da farmacogendmica, resultando em opc¢des
terapéuticas individuais, com menor risco para a saude do paciente e com a

eficacia ideal para cada caso.
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Imunoterapia no tratamento da asma

A imunoterapia alérgeno-especifica pode ser utilizada para
tratamento de doencas alérgicas como asma, rinite e reacdes a venenos de
insetos. Esta abordagem tem sido adotada com o objetivo de reduzir a
gravidade dessas doencas e diminuir a dependéncia de medicacdes como
corticoides e outras drogas antialérgicas. Trata-se de uma abordagem
terapéutica baseada na inducdo de um estado de tolerancia imunolégica ou,
em outros casos, mudanca do perfil de citocinas inflamatorias predominantes
(de Thl para Th2) produzidas pelo sistema imune apds contato com o0s
alérgenos.

A Organizacdo Mundial de Saude recomenda a imunoterapia
especifica como uma forma de tratamento comprovadamente eficaz nas
doencas alérgicas mediadas por IgE, como rinoconjuntivite alérgica, asma
atopica e reacdes alérgicas ao veneno de insetos da ordem Hymenoptera. A
imunoterapia tem como principal mecanismo terapéutico induzir a producéo
de anticorpos protetores, que desencadeiam uma gradual diminuicdo nos
niveis de substancias mediadoras inflamatoérias caracteristicas das respostas
inflamatorias Th2, responsaveis por causar 0os conhecidos sintomas das
reacdes alérgicas, como metaplasia de células caliciformes e infiltrado
inflamatorio eosinofilico. Estas mudancas no perfil de células e mediadores
inflamatorios permitem que o paciente tolere a exposicdo aos alérgenos
ambientais comuns (acaros, poélens, fungos, pelos de animais ou insetos)
com sintomas menos exacerbados. Estd ainda indicada nos pacientes com

baixa resposta aos medicamentos ou aos efeitos colaterais graves dos



31

mesmos empregados no controle da asma e outras manifestacdes
alérgicas.%4°%°

A imunoterapia alérgeno-especifica, quando indicada, é realizada na
tentativa de induzir a tolerancia das células T periféricas. Esta tolerancia dos
linfécitos T modula o nimero de mastocitos e basofilos reduzindo a liberacao
da histamina mediada por anticorpos IgE. Por outro lado a ativacdo de um
perfil inflamatério mediado por células Thl contra os alérgenos ambientais
muda o perfil de citocinas secretadas, alterando todos os mecanismos
efetores caracteristicos das respostas alérgicas. Este desvio da resposta
alérgica pode também apresentar resultados benéficos na reducdo dos

sintomas. Na Figura 1 sdo detalhados os mecanismos imunolégicos através

dos quais a imunoterapia pode proteger contra doencas alérgicas.®’
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Resposta do sistema imune

Figura 1. Resposta regulatéria do sistema imune durante o desenvolvimento da resposta
protetora mediada pela imunoterapia alérgeno especifica. Respostas imunes especificas séo
observadas durante o periodo de imunoterapia. 1- Efeito de dessensibilizagao inicial incluindo diminuicdo na
degranulagdo de mastécitos e basofilos apds as primeiras adminstragfes de alérgenos. 2- Geragdo de
células Treg e supressao de células efetoras. 3- Pequeno aumento inicial seguido de diminuigdo nos niveis
de IgE especifica. 4- Aumento dos niveis de anticorpos I1gG4 especificos. 5- Diminuicdo na
hipersensibilidade do tipo |, medida através de testes cutaneos. 6-Diminuicdo do nimero de mastdcitos e
eosinofilos seguida da redugdo de seus mediagfes inflamatdrios apos alguns meses. &7

A imunoterapia tem gerado muitas controversias em relacdo a sua
eficacia. Um importante risco a ser levado em conta pelo clinico ao indicar

esta abordagem terapéutica é a possibilidade da ocorréncia de anafilaxia
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que, dependendo da intensidade da resposta, pode levar o paciente a 0Obito
se nao for rapidamente tratada com medicamentos adequados. No Brasil,
inumeras clinicas médicas particulares oferecem este tipo de terapia. Na
Tabela 1 sdo apresentados o0s critérios necessarios para indicacdo da

imunoterapia alérgeno-especifica.®®

Tabela 1. Indicacdes clinicas para uso da imunoterapia alérgeno-especifica®

Indicagbes de imunoterapia em pacientes com rinite alérgica, conjuntivite alérgica ou ambas:

Sintomas de rinite alérgica apds exposi¢ao a aeroalérgenos com presenga de IgE especifica e testes cutaneos
positivos e (um dos itens abaixo):

- Pacientes com baixa resposta terapéutica

- Efeitos colaterais graves no controle sintomético da asma e de outras manifestacfes alérgicas
- Coexisténcia de rinite e asma

- Possivel prevencao de aparecimento de asma em pacientes com rinite alérgica

Sintomas de asma alérgica apds exposi¢éo a aeroalérgenos com presenca de IgE especifica e testes cutdneos
positivos e (um dos itens abaixo):

- Pacientes com baixa resposta terapéutica

- Efeitos colaterais graves no controle sintomético da asma e de outras manifestacfes alérgicas
- Coexisténcia de rinite e asma

- Necessidade de reducéo e custos das medicacdes

Indicagbes de imunoterapia em pacientes com reagdes a picada de Hymenoptera:

Pacientes com histéria de reagfes sistémicas a picada de vespas e abelhas — especialmente se tais reagfes
estéo associadas com sintomas respiratérios, cardiovasculares ou ambas com presenca de IgE especifica.

Pacientes > 16 anos com histéria de reacdes sistémicas limitada a pele com presenca de IgE especifica ( ndo
esté indicada em pacientes < 16 anos com histéria clinica de somente reagdes cutaneas ).

Disponivel em www.saude.df.gov.br/sites/100/163/00007519.doc

A imunoterapia alérgeno-especifica jA vem sendo usada por mais de
100 anos para o tratamento de doencas alérgicas. O efeito esperado de
dessensibilizacdo, quando ocorre, representa uma abordagem especifica e

potencialmente curativa.®® As vias de administracdo de alérgenos para



33

imunoterapia podem ser sublingual e subcutanea. Entre essas duas, a
sublingual parece ser a via mais segura e favoravel. Muito estudos com
grande numero de pacientes tem demonstrado um efeito protetor de longa
duracéo para alergia e efeitos de modificacao da resposta inflamatoria com a
imunoterapia sublingual.”®"* A aplicacdo clinica da imunoterapia através da
admistracdo de alérgenos por via oral tem se mostrado promissora € novos

tratamentos vem sendo desenvolvidos para alergias a alimentos.’*"*

Proteinas de choque térmico (HSPs)

Genericamente chamadas de HSPs, as proteinas de choque térmico
sdo um grupo de proteinas multigénicas altamente conservadas. Sao as
proteinas mais conservadas, desde microorganismos até os vertebrados e
aumentam rapidamente sua concentracdo em resposta a exposicao das
células a estresses ambientais.”* Essa resposta ja foi observada em
organismos de diversos taxons, desde bactérias até seres humanos. As
HSPs foram primeiramente descrita em glandulas salivares de Drosophila
sp., em experimentos avaliando respostas fisiolégicas ao choque térmico.”
Nos mamifero, as HSPs podem ser classificadas em cinco principais
familias, dependendo do tamanho molecular (HSP100, HSP90, HSP70,
HSP60 e as sSHSPs — small heat shock proteins).”

Apesar de ndo se conhecer ao certo todas as fungdes desse grupo
de proteinas, ha inUmeras evidéncias de que as HSPs apresentam um
importante papel na homeostase do organismo. Esse grupo de proteinas

desempenha importantes funcdes na protecdo a estresses celulares,
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dobramento de proteinas e auxilia na recuperacdo da conformacao nativa de
proteinas desnaturadas.’”"®"°

Acredita-se que durante uma situacao de estresse celular o aumento
na concentracdo de proteinas desnaturadas induziria um aumento na
sintese de HSPs. Estas proteinas entdo se ligariam as proteinas
desnaturadas auxiliando na recuperacdo das conformacfes nativas das
mesmas, mantendo, dessa forma a homeostase da célula.?’ Outras funcées
também tem sido atribuidas as HSPs, tais como: habilidade de agir como
fatores anti-apoptéticos na regulacéo de cascatas de transducédo de sinal, na
relocalizacdo de proteinas na membrana apos estresses e, mais
recentemente, como indutoras de tolerancia imunoldgica.®!®2

As HSPs de tamanho aproximado de 70KDa (HSP70) sdo uma
extensa familia cujos membros compartiiham grande conservacdo da
estrutura primaria, exercendo muitas funcées como chaperonas moleculares.
As HSP70 estdo envolvidas na sintese e degradacdo de proteinas,
dobramento protéico, montagem ou desmontagem de complexos
oligoméricos e translocacdo de peptideos através da membrana
plasmatica.®®

As proteinas membros da familia HSP70 foram primeiramente
descritas como proteinas de choque térmico e encontradas em diferentes
organismos. Homoélogos dessas proteinas ocorrem no citoplasma de células
eucaridticas e procaridticas e no lumen das mitocondrias, cloroplastos e
reticulos endoplasmaticos.?

Membros da familia das HSPs bacterianas séo alvos importantes da

85-87

resposta imune humoral e celular. Apesar de serem proteinas

conhecidas pela sua capacidade imunogénica, existem alguns membros da
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familia das HSPs que podem modular o sistema imune, estimulando a
producdo de células T reguladoras e citocinas como IL10 e TGF-B.%%° As
respostas imunes a algumas HSPs tem demonstrado, em sistemas
experimentais, que essas proteinas podem potencialmente reduzir a
exacerbacdo da resposta inflamatoria. Essa atividade imunoregulatoria
sugere que as HSPs com atividade imunoreguladora poderiam ser aplicadas
como imunoterapicos para tratar disfuncdes do sistema imune.

Motta e colaboradores (2006) demonstraram que a proteina HSP70
de M. tuberculosis inibe a maturacao de células dendriticas de camundongos
em sistema experimental de cultura de células.’* A administracdo de um
plasmideo contendo o inserto que codifica HSP65 micobacteriana
demonstrou atividade protetora em um modelo experimental de artrite em
ratos.®? Em um estudo publicado em 2004, foi demonstrado que a HSP70 de
M. tuberculosis estimula a producéo de IL-10 em células de liquido sinovial e
células mononucleares de sangue periférico de pacientes com artrite. No
mesmo estudo foi demonstrado que essas propriedades imunoreguladores
sdo conservadas também em células dendriticas de camundongos.®® Em um
estudo recentemente publicado por Borges e colaboradores, a HSP70 de M.
tuberculosis também apresentou efeitos moduladores capazes de induzir
imunotolerancia a aloenxertos cutaneos através de um mecanismo
dependente de linfocitos T reguladores. Os resultados encontrados nesse
estudo sugerem uma possivel aplicacdo dessa proteina em abordagens

terapéuticas para pacientes transplantados.®



36

Justificativa

A asma é uma doenca obstrutiva cronica, com elevada prevaléncia
na infancia. Estima-se que 300 milhGes de pessoas sofram desta doenca no
mundo. A prevaléncia de asma na crianca em diferentes paises varia entre
1% e 25%, aumentando em comunidades que adotam estilos de vida
modernos e urbanizados.*”® Sua mortalidade encontra-se ao redor de
250.000 mortes por ano no mundo. Além disto, a asma é uma doenca de
elevada morbidade e custo para os sistemas de saude, resultando em
perdas escolares, faltas no trabalho, limitacdes aos exercicios, risco de
hospitalizacbes, aumento de visitas em consultas médicas e salas de
emergéncia e associagdo com transtornos emocionais.’

Devido a esses aspectos da doenca, existe uma justificada, intensa
e constante pesquisa nesta area em todo o mundo, particularmente em
relacdo a um melhor entendimento dos mecanismos de desenvolvimento da
doenca, e avancos no tratamento e prevencdo. O Brasil, em especial,
apresenta algumas caracteristicas peculiares que justificam o apoio a este
tipo de pesquisa também. O pais apresenta elevada prevaléncia de asma na
faixa etaria pediatrica em muitas cidades urbanas, resultando em
significativo comprometimento do ponto de vista sécio-econémico.*

O presente estudo visa explorar um possivel efeito terapéutico da
proteina recombinante HSP70 de M. tuberculosis em um modelo murino de
doenca pulmonar alérgica. Efeitos supressores da resposta inflamatoria em
diferentes modelos experimentais foram demonstrados em relacdo a
proteinas de choque térmico micobacterianas.®?

Um melhor entendimento dos mecanismos celulares envolvidos

poderia auxiliar em avang¢os no controle da asma na infancia, cujas taxas de
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morbi-mortalidade séo elevadas em todo o mundo. Avangos no
conhecimento do desenvolvimento de asma atopica podem gerar potenciais
linhas de pesquisa novas para estimular o surgimento de alternativas de
tratamento e prevencdo mais eficazes desta doenca tdo cruel e prevalente
na infancia.

A partir dessas observacbes, foram desenvolvidos modelos
experimentais de asma. Analises da resposta imune pulmonar (citologia e
mensuracao de citocinas no lavado broncoalveolar) séo utilizadas como
desfechos nesses estudos. A utilizacdo de um hospedeiro ndo humano
como modelo experimental (camundongos geneticamente idénticos) facilita o
estudo das questBes propostas, eliminando fatores de confusdo presentes
em estudos epidemiolégicos como herancga genética e fatores ambientais.

Com uma visdo de perspectiva ampla, os autores deste estudo
acreditam que trabalhos deste tipo s&o importantes para auxiliar no
surgimento de descobertas que possam resultar em novas abordagens

terapéuticas.
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Objetivos

Objetivo Geral

* Avaliar os efeitos da HSP70 de Mycobacterium tuberculosis em
relacdo ao desenvolvimento de resposta pulmonar alérgica em
modelo murino.

Objetivos Especificos

* Avaliar o efeito do contato do sistema imune com HSP70 de M.
tuberculosis no desenvolvimento de resposta pulmonar alérgica a
ovalbumina em um modelo murino.

* Quantificar os niveis das citocinas IL-5, IL-4, IFN-y e IL-10 no
sobrenadante do lavado broncoalveolar de camundongos com asma
expostos ou ndo a proteina HSP70 de M. tuberculosis.

» Avaliar possiveis alteracdes nas populacdes de células T-reguladoras
no pulmdo de animais ap0s exposicdo a proteina HSP70 de M.
tuberculosis.
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METODOS

Animais

Neste estudo foram utilizados 35 camundongos isogénicos da
linhagem BALB/c, fémeas, adultos (6-8 semanas de vida). Todos os animais
foram submetidos ao protocolo experimental de asma induzida por
ovalbumina. Os camundongo, provenientes da Fundacéo Estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS) do Rio Grande do Sul, foram
mantidos sob condi¢Bes de biotério convencional. Os experimentos foram
realizados no Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. Antes e durante
a fase experimental, os animais foram alimentados com racéo especial para
roedores, recebendo &agua ad libitum e sendo mantidos em gaiolas
individuais, devidamente identificadas sob fotoperiodo de 12 horas claro e 12
horas escuro (06:00/18:00h).

Foi realizado inicialmente um experimento inicial utlizando 15
animais. Neste primeiro experimento os animais foram divididos em 3 grupos
de 5 animais, sendo: um grupo controle apenas submetido ao protocolo
experimental de asma, um grupo que recebeu 30 ug da proteina MtHSP70 8
dias antes de iniciar o protocolo experimental de asma, e outro que recebeu
30ug da proteina no 21° dia (4 dias antes da sensibilizacao intranasal),
ambos através de injecao intraperitoneal.

A partir dos resultados do experimento inicial foi realizado outro
experimento utilizando 20 animais. Neste experimento, a proteina MtHSP70
foi administrada através de instilacéo intranasal de 30pg. Os animais foram

divididos em 4 grupos de 5 animais, todos submetidos ao protocolo de
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inducdo de asma sendo: um grupo controle com asma apenas, um grupo
tratado com dexametasona (injecdo intraperitoneal 30 minutos apos o
desafio intranasal de OVA, durante os 3 dias) e dois grupos que receberam
MtHSP70, sendo administrada em apenas um momento no grupo HSP21, no
21° dia, e outro que recebeu 3 doses intranasais durante 3 dias (1 dose por

dia) 30 minutos ap6és a instilacdo de ovalbumina.

Producéao e purificacdo da proteina recombinante MtHSP70

A proteina HSP70 de M. tuberculosis (MtHSP70) foi produzida
utilizando a tecnologia do DNA recombinante. Todos os procedimentos de
purificacdo foram realizados baseados nos métodos utilizados por Mehlert e
Young (1989) e adaptados para as condi¢cdes de nossos laboratérios.*

Bactérias E. coli da cepa XL1-blue tranfectadas com o plasmideo
p311lly, contendo o inserto codificador da sequéncia para a proteina
MtHSP70, foram gentilmente cedidas pelo laboratério de Imunologia do
Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. As bactérias foram cultivadas
em 10 mL de meio LB liquido (10g/L triptona, 5g/L extrato de levedura, 5 g/L
NaCl) a 37°C, sob agitacdo constante (250 rpm), por 24 horas. Em seguida,
a amostra foi inoculada em 2 frascos de Erlenmeyer contendo 500 mL de
meio LB, suplementado com 100 pug/mL de ampicilina, para selecionar as
bactérias contendo o plasmideo.

Apés 4 horas de cultivo a temperatura de 37°C em agitacéo
constante (250rpm), adicionou-se IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside, indutor de expressdo de genes com promotor lacT7)

na concentracdo final de 1mM, para induzir a expressdo da proteina
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recombinante. As bactérias foram entdo cultivadas por mais 24 horas, com
agitacao constante (185 rpm) a 37°C, para em seguida serem centrifugadas
a 13.000 rpm por 30 minutos a 4°C (Hermle z323k, Germany).

Para a purificacdo de quantidades da proteina recombinante
suficientes para a realizacdo dos experimentos, estas etapas foram
repetidas sucessivas vezes. Os precipitado de células bacterianas eram
ressuspendidos em tampao de lise (0,1% Tween-20 e 500mM NaCl em
20mM Tris ph 8,0) e armazenados a -20°C. Apés descongelamento, 0s
precipitados eram submetidos a lise fisica, através de ultrasonicacdo (5
pulsos de 3 minutos, com intervalos de 2 minutos), e centrifugados a 13.000
rom por 30 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido e
filtrado em filtros de seringa (0,22um, Millipore, USA) e armazenado a -20°C
para purificacao.

Uma importante caracteristica das proteinas de choque térmico € a
presenca de um dominio ATPase na regido N-terminal, capaz de se ligar
fortemente ao ATP. A proteina recombinante foi purificada utilizando uma
coluna contendo resina de ATP imobilizado em agarose seguindo
recomendacdes do fabricante (Sigma, USA). A proteina retida na resina foi
eluida em tampao contendo ATP (15mM de B-mercaptoetanol, 0,1mM de
EDTA, 0,5M de NaCl, 5mM de ATP em 50mM Tris-HCI, ph 7,5). Em seguida
foi efetuada a troca do tampé&o de eluicdo para PBS utilizando uma coluna
PD10-sephadex G-25 (Amersham Bioscience, Sweden). A proteina foi
concentrada utilizando um filtro Amicon® de 25 kDa (Millipore, USA).
Possiveis lipopolissacarideos (LPS) bacterianos contaminantes foram
removidos com a utilizacdo de Triton-114, seguindo método descrito por

Aida e Pabst (1990).? Ap6s os procedimentos descritos anteriormente, a
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concentracdo protéica foi quantificada utilizando o teste fluorimétrico Quant-
iT™ Protein Assay Kit (Invitrogen) e as amostras mensuradas no fluorémetro

Qubit® (Invitrogen, USA).

Eletroforese da proteina purificada em gel de poliacrilamida

Para confirmar a presenca da proteina purificada no tampéo de
eluicdo foram realizados géis verticais de poliacrilamida para eletroforese
utilizando o sistema Mini-PROTEAN® (Bio-Rad, USA). O gel de corrida foi
constituido de uma solucdo de acrilamida/bis-acrilamida 30% (29% de
acrilamida e 1%bis-acrilamida), tris 0,37M pH 8,8, SDS 0,1%, 20 pL de
persulfato de amoénia 10% e 3 pL de TEMED, em um volume final de 2,5 mL.
As amostras foram aplicadas no gel j& submerso no tampao de corrida
(1,44% de glicina, 0,3% de Tris e 0,01% de SDS).® A corrida teve duragéo de
30 minutos com voltagem de 100V, fornecida por uma fonte de energia (Life
Biotechnologies modelo 250). Posteriormente, os géis foram retirados do
sistema e corados com solugdo de Azul de Coomassie (0,1%), por 20
minutos (Coomassie Briliant Blue 250-R, Bio-Rad, USA). A descoloragéo dos
géis para visualizagdo das bandas foi efetuada com solucdo de 57% de
metanol e 3% de acido acético. Na Figura 1 é possivel constatar a banda de

70 kDa mostrando a presenca da proteina no eluido da coluna ATP-agarose.
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Figura 1. Gel SDS-PAGE corado com azul de Comassie, submetido a eletroforese vertical a 100 V,
por 30 minutos. A, B, C e D: proteina eluida da coluna ATP-agarose. E: tampé&o de eluicdo. F: padrdes
de massa molecular (Fermentas™ Life Sciences).

Protocolo experimental de resposta pulmonar alérgica

O protocolo utilizado no presente estudo é amplamente utilizado em
estudos experimentais de asma desencadeando uma forte resposta
pulmonar eosinofiica em camundongos. Comparando diferentes
metodologias para desenvolvimento de resposta pulmonar alérgica com
ovalbumina, Zhang e colaboradores (1997) definiram um protocolo
semelhante ao utilizado neste estudo como desencadeador de uma potente
resposta imune com inflamacdo pulmonar eosinofilica.? Os animais s&o
inicialmente sensibilizados com duas injecbes intraperitoneais (200pL),
contendo 100 pg de ovalbumina (OVA, grau V, Sigma, USA) e 100 ug
adjuvante (hidroxido de aluminio - Alum), com intervalo de 15 dias (Figura 2).
Apos 11 dias da ultima sensibilizagdo, os animais recebem 100ug de OVA

em 50uL de PBS, por via intranasal, durante 3 dias consecutivos, sob
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anestesia geral. A instilacdo de OVA intranasal resulta em aspiracéo
pulmonar da OVA, induzindo a reposta pulmonar alérgica (Figura 3). A
anestesia geral € realizada através de inalacéo de isoflurano em camara de

anestesia. Este procedimento é ilustrado na Figura 4.

Fig ura 3. Técnica de instilagao intranasal sob anestesia geral
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Figura 4: Anestesia geral em camundongos utilizando camara anestésica. Os camundongos
recebem isofluorano por via inalatéria, para posterior instilagdo de OVA ou MtHSP70 por via
intranasal.

Lavado broncoalveolar (LBA)

No final do protocolo de reposta pulmonar alérgica (24 horas ap6s a
dltima instilacdo intranasal de OVA), os animais sdo submetidos a eutanésia,
através de doses letais de cetamina (150 pL) e xilazina (170 pL), por via
intraperitoneal. Uma traqueostomia € realizada e a traquéia € canulada com
um tubo de 1 mm de espessura. Em seguida, o tubo é conectado a uma
seringa de 1mL, preenchida com solucdo de NaCl (0,9%). A solucdo é
injetada lentamente e, em seguida, aspirada. Este procedimento é repetido
por 3 vezes no pulmdo. Ao final, o fluido é utilizado para contagem total de

células, citologia diferencial e mensuracédo de citocinas em todos os animais
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Contagem total de células e exame citoldgico diferencial

A amostra obtida no lavado bronco alveolar foi centrifugada a 800
rom, por 5 minutos (Eppendorf 5417c, Germany). O precipitado foi
ressuspendido com 1 mL de tampao fosfato salino e o sobrenadante
armazenado (-80°C) para analise de citocinas. A contagem total de
leucocitos no material foi realizada através da utilizacdo da camara de
Netbauer (Boeco, Germany). A resposta pulmonar alérgica deste modelo
experimental deve apresentar um predominio de eosinéfilos no exame
citolégico diferencial.

Laminas para citologia diferencial foram preparadas com 40uL da
suspensdo de células, em citocentrifuga (FANEN Modelo 218, Séo
Paulo/Brasil), a 500 rpm, por 5 minutos. As laminas foram coradas com
corante May-Grunwald Giemsa. As células foram analisadas de acordo com
sua morfologia, através da microscopia O6ptica. Os resultados foram
expressos em percentagem e contagem absoluta, apds contagem de 200
células por lamina. O examinador ndo tinha conhecimento dos grupos no

momento da analise.

Andlise de citocinas

Os sobrenadantes de LBA foram congelados a -80°C, para posterior
andlise. Os niveis de IFN-y, IL4, IL5 e IL10 nos sobrenadante foram
mensurados em um citdmetro de fluxo (BD FACSCanto Il) com a utilizagao
do kit Cytometric Bead Array (CBA) Flex Set™, conforme metodologia

descrita pelo fabricante. (BD Biosciences, USA).
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Quantificacéo de linfécitos T reguladores

Um fragmento do tecido pulmonar dos animais foi digerido durante
30 minutos a 37°C em solucdo de colagenase D (Roche), e em seguida
fitrado em uma tela de ndailon de 100 um. A suspensdo de células foi
incubada durante 1 hora com os anticorpos anti-CD4 e anti-CD25
(Pharmingen), marcados com os fluorocromos FITC e PE respectivamente.
Em seguida a suspensédo de células foi centrifugada e incubada em solucdo
permeabilizante (BD Biosciences, USA) durante 25 minutos. Apos incubacéo
com a solucdo permeabilizante, as células foram incubadas com anticorpo
anti-FoxP3 (e-Bioscience), marcado com o fluorocromo PE-Cy5. Os
percentuais de linfécitos T reguladores (CD4+, CD25+ e FoxP3+) foram

guantificados em um citémetro de fluxo (BD FACSCanto Il)

llustracdo do protocolo do estudo

O protocolo do estudo € ilustrado na Figura 5.

Dia 14 25 26 27328
OVA T t T T 1 T
i.p. i.p. in. Desfechos

Figura 5: Protocolo de asma induzida por ovalbumina utilizado no estudo. OVA: ovalbumina, i.p.:
intraperitoneal, i.n.: intranasal.
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Analise estatistica

As contagens de células e niveis de citocinas dos animais expostos
a proteina MtHSP70 foram comparados com os grupos controles utilizando o

teste t de Student. O nivel de significancia determinado foi de 0,05.

Aspectos éticos

Todos os procedimentos deste estudo foram realizados seguindo as
normas de ética para pesquisa em modelos animais, seguindo as normas
preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
com cuidados especiais para a utilizacdo do menor numero de animais e
para manejo da dor e sofrimento durante os procedimentos do estudo
eutanésia.’ Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

PUCRS.
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INTRODUCAO

A asma é uma doenca crbnica das vias aéreas que ocorre em todas
as idades, frequentemente iniciando nos primeiros anos de vida.
Caracterizada por hiperresponsividade das vias aéreas inferiores e limitagdo
variavel do fluxo aéreo, a inflamacéo bronquica exerce um papel importante
na fisiopatogenia da doenca. A partir da sensibilizacdo a alérgenos
especificos, diversas células, citocinas e mediadores inflamatérios
participam da resposta imune e da inflamagé&o tecidual, resultando em um
quadro de bronco-constricdo inicialmente e, posteriormente, remodelamento
das vias aéreas. A presenca de atividade de eosindfilos, macréfagos,
mastocitos, de IgE especifica para alérgenos e de linfocitos Th2 exercem um
papel central neste processo.’® Estima-se que aproximadamente 300
milhdes de individuos sofrem desta doenca no mundo, sendo atualmente a
doenca crénica mais comum na infancia.*®

Atualmente, o tratamento medicamentoso mais utilizado para
controle da asma sdo os corticoides. No entanto, a eficacia desses
medicamentos se resume ao periodo apdés o estabelecimento da doenca,
ndo sendo capaz de reverter indefinidamente a resposta inflamatéria
brénquica apés a suspensdo do tratamento.®’ Além disso, o uso cronico de
corticoides pode causar uma série de efeitos adversos, principalmente em
doses mais elevadas.? Novas terapias, mais eficazes e seguras, tem sido
estudadas para o tratamento ou prevencéo da asma.

A resposta imune a HSP70 de M. tuberculosis (MtHSP70) tem
demonstrado, em estudos experimentais, que essa proteina pode

potencialmente reduzir a exacerbacdo da resposta inflamatoria. Essa
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atividade imunoregulatéria sugere que a MtHSP70 poderia ter um potencial
efeito terapéutico para tratar disfuncées do sistema imune.®

Efeitos supressores da resposta inflamatoria em diferentes modelos
experimentais foram demonstrados em relacdo a proteinas de choque
térmico micobacterianas.'’®’® Recentemente, Fonseca e colaboradores
demonstraram que a proteina HSP65 de M. leprae reduz a resposta
inflamatoria alérgica nas vias aéreas em um modelo experimental murino de
asma.'®

Assim, o presente estudo tem como objetivo explorar um possivel
efeito terapéutico da proteina recombinante HSP70 de M. tuberculosis em

um modelo murino de doenca pulmonar alérgica.

METODOS

Animais

Neste estudo foram utilizados 35 camundongos isogénicos da
linhagem BALB/c, fémeas, adultos (6-8 semanas de vida). Todos os animais
foram submetidos ao protocolo experimental de asma induzida por
ovalbumina. Os camundongo, provenientes da Fundacdo Estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS) do Rio Grande do Sul, foram
mantidos sob condi¢Bes de biotério convencional. Os experimentos foram
realizados no Instituto de Pesquisas Biomeédicas da PUCRS. Antes e durante
a fase experimental, os animais foram alimentados com rac&o especial para
roedores, recebendo &agua ad libitum e sendo mantidos em gaiolas
individuais, devidamente identificadas sob fotoperiodo de 12 horas claro e 12

horas escuro (06:00/18:00h).
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Foi realizado inicialmente um experimento utilizando 15 animais.
Neste primeiro experimento os animais foram divididos em 3 grupos de 5
animais, sendo: 1 grupo controle (C+) que foi apenas submetido ao
protocolo experimental de asma, um grupo que recebeu 30 pg da proteina
MtHSP70 8 dias antes de iniciar o protocolo experimental de asma (HSP-8),
e outro que recebeu 30ug da proteina no 21° dia (HSP21) (4 dias antes da
sensibilizacdo intranasal), ambos através de injecao intraperitoneal.

A partir dos resultados do primeiro experimento foi realizado outro
experimento utilizando 20 animais. Neste experimento a proteina MtHSP70
foi administrada através de instilacdo intranasal de 30ug. Os animais foram
divididos em 4 grupos de 5 animais, todos submetidos ao protocolo de
inducdo de asma sendo: um grupo controle com asma apenas (C+), um
grupo tratado com dexametasona (DEXA) (injecao intraperitoneal 30 minutos
apos o desafio intranasal com OVA, durante os 3 dias) e dois grupos que
receberam MtHSP70, sendo administrada em apenas um momento no grupo
HSP21, no 21° dia e outro que recebeu 3 doses intranasais (uma dose por
dia) nos dias 25, 26 e 27, (HSPin) 30 minutos apds a instilacdo de

ovalbumina.

Protocolo de resposta pulmonar alérgica com ovalbumina

Os animais foram sensibilizados com ovalbumina (OVA, grau V,
Sigma, USA) intraperitoneal (dose: 100ug de OVA com 1mg de Alum em
200pl de DPBS), em um intervalo de 14 dias, por 2 vezes. O desafio
intranasal com instilagdo pulmonar de solucdo de OVA foi realizado 11 dias

apos, por 3 dias consecutivos. Esta solugdo de OVA (100ug) € preparada



64

em 50 uyl de DPBS. Para facilitar a aspiracdo pulmonar os animais foram
anestesiados com isoflurano, por via inalatéria, e a OVA administrada por via

intranasal.

Producéao e purificacdo da proteina MtHSP70

A proteina HSP70 de M. tuberculosis recombinante foi purificada de
culturas de E. coli transformadas com o plasmideo pY3111 de acordo com
método descrito por Mehlert et al.'” Possiveis lipopolissacarideos (LPS)
bacterianos contaminantes foram removidos com a utilizagdo de Triton-114,

seguindo método descrito por Aida e Pabst (1990).*®

Lavado broncoalveolar (LBA)

No final do protocolo de reposta pulmonar alérgica (24 horas apos a
dltima instilacdo intranasal de OVA), os animais sdo submetidos a eutanésia,
através de doses letais de cetamina (150pL) e xilazina (170 pL), por via
intraperitoneal. Tragueostomia € realizada e a traquéia € canulada com um
tubo de 1 mm de espessura. Em seguida, o tubo é conectado a uma seringa
de 1mL, preenchida com solu¢cdo de NaCl (0,9%). A solucdo é injetada
lentamente e, em seguida, aspirada. Este procedimento é repetido por 3
vezes no pulmao. Ao final o fuido foi utilizado para contagem total de células,

citologia diferencial e mensuracao de citocinas em todos os animais
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Contagem total de células

A amostra obtida no lavado bronco alveolar foi centrifugada a 800
rom, por 10 minutos (Eppendorf 5417c, Germany). O precipitado foi
resuspendido com 1 mL de tampao fosfato salino e o sobrenadante
armazenado (-80°C) para analise de citocinas. A contagem total de
leucécitos no material foi realizada através da utilizacdo da camara de
Nelbauer (Boeco, Germany). A resposta pulmonar alérgica deste modelo
experimental deve apresentar um predominio de eosinéfilos no exame
citologico diferencial.

Laminas para citologia diferencial foram preparadas com 40uL da
suspensao de células, em citocentrifuga (FANEN Modelo 218, Sao
Paulo/Brasil), a 500 rpm, por 5 minutos. As laminas foram coradas com
corante May-Grunwald Giemsa. As células foram analisadas de acordo com
sua morfologia, através da microscopia O6ptica. Os resultados foram
expressos em percentagem e contagem absoluta, apés contagem de 200
células por lamina. O examinador ndo tinha conhecimento dos grupos no

momento da andlise.

llustracdo do protocolo do estudo

O protocolo do estudo € ilustrado na Figura 1.

Din 25 26 27% 28
oval 1 1 Tttt

Figura 1: Protocolo de asma induzida por ovalbumina utilizado no estudo. OVA: ovalbumina, i.p.:
intraperitoneal, i.n.: intranasal.
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Analise de citocinas

Os sobrenadantes de LBA foram separados em aliquotas de 120 uL
e congelados a -80°C, para posterior andlise. Os niveis de IFN-y, IL4, IL5 e
IL10 nos sobrenadante foram mensurados em um citdmetro de fluxo (BD
FACSCanto Il) com a utilizagdo do kit Cytometric Bead Array (CBA) Flex
Set™, conforme metodologia descrita pelo fabricante. (BD Biosciences,

USA).

Quantificacdo de linfécitos T reguladores

Apos digestdo com colagenase D (Roche, USA) o tecido pulmonar
foi incubado com os diferentes anticorpos monoclonais marcadores de
células Treg (anti-CD25, anti-CD4 e FoxP3) marcados com os fluorocromos
FITC, PE e PECy5 respectivamente. As células foram quantificadas em um
citbmetro de fluxo (FACSCanto Il, BD, USA). Foram considerados linfocitos
Treg aqueles que apresentam tripla marcacdo, a contagem é expressa em

percentual.

Analise estatistica

As contagens de células e niveis de citocinas dos animais expostos
a proteina MtHSP70 foram comparados com os grupos controles utilizando o

teste t de Student. O nivel de significancia determinado foi de 0,05.
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Aspectos éticos

Todos os procedimentos deste estudo foram realizados sob normas
de ética para pesquisa em modelos animais, seguindo as normas
preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
com cuidados especiais para a utilizacdo do menor niamero de animais e
para manejo da dor e sofrimento durante os procedimentos do estudo e
eutanasia.'® Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

PUCRS.

RESULTADOS

Foi avaliada a capacidade da proteina HSP70 de M. tuberculosis em
inibir a resposta pulmonar alérgica em camundongos BALB/c, em trés
diferentes momentos do protocolo de inducdo de asma por OVA, utilizando
desfechos de inflamacéo alérgica no pulméo.

Os animais toleraram sem complicagbes a administracdo da
proteina, tanto por via intranasal quanto intraperitoneal. A média de retorno
do volume do LBA foi de 0,66 ml (DP:0,1) e a viabilidade celular média foi de
98,9%. A porcentagem média de eosindfilos no LBA dos grupos controles foi
de 45% (DP: 6), refletindo o numero de eosindfilos esperados neste tipo de
modelo experimental. Desta forma, o volume de retorno, a viabilidade
celular, e o numero de eosindfilos no grupo controle compreendem os
valores esperados em um controle positivo deste modelo.

No primeiro experimento, a contagem total de células néo

apresentou diferenca significativa, de eosinofilos e de linfécitos no LBA néo
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apresentaram diferencas significativas entre os grupos. A contagem de

macrofagos e neutrofilos no LBA foi significativamente maior nos animais

gue receberam a proteina MtHSP70 no 21° dia (p=0,0009) (Figura 2
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Figura 2: Comparagdo da contagem total de células (CTC) e da contagem diferencial de
células no lavado broncoalveolar entre os grupos estudados. Os resultado foram

comparados utilizando o teste t de Student.

Os niveis de citocinas

IL-5 e IL-10 ndo apresentaram

diferencas significativas entre os grupos. A comparacao dos niveis de IFN-y

entre o grupo HSP21 apresentaram um valor de p muito préximo do nivel de

significancia (p=0,057) (Figura 3). Neste experimento foram encontrados
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percentuais maiores de células T-reg nos animais do grupo HSP21 (p =

0,01) (Figura 4).
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Figura 3: Comparagéo dos niveis de citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y entre os grupos estudados. Os
resultado foram comparados utilizando o teste t de Student.
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Figura 4: Comparagdo dos niveis de células T-reg (CD4+, CD25+, FoxP3+) entre os grupos
estudados. Os resultado foram comparados utilizando o teste t de Student.

No segundo experimento, foram encontradas diferencas
significativas nas contagens de células (p<0,05). Os grupos que sofreram
intervencdo com a proteina MtHSP70 por via intranasal e o grupo que

recebeu administracdo de dexametasona via intraperitoneal mostraram
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significativa reducdo nos numeros de leucdcitos totais, eosinofilos, linfécitos
e neutrofilos no LBA (figura A contagem total de macréfagos foi
significativamente reduzida apenas no grupo que recebeu MtHSP70

intranasal nos dia 21 (HSP21) (p = 0,0068). (Figura 5).
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Figura 5: Comparagéo da contagem total de células (CTC) e da contagem diferencial de células no
lavado broncoalveolar entre os grupos estudados. Os resultado foram comparados utilizando o teste t
de Student.

Os niveis de IL-10 ndo apresentaram diferencas significativas entre

0s grupos. Niveis de IL-5 foram detectados somente no grupo controle e no
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grupo HSP21 e foram significativamente maiores no grupo controle (p =
0,04). Niveis mensuraveis de IFN-y foram detectados apenas no grupo
controle. Os valores mensurados de citocinas no segundo experimento séo
ilustrados na Figura 6. Nao foram detectados niveis de IL-4 nos grupos.
Neste experimento foram encontrados percentuais maiores de células T-reg

nos animais do grupo tratado com dexametasona (p = 0,01) (figura 7).
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Figura 6: Comparacdo dos niveis de citocinas IL-5, IL-10 e IFN-y entre 0s grupos
estudados. Nao foram detectados niveis mensuraveis de IL-4 nas amostras. Os resultado
foram comparados utilizando o teste t de Student.

+ 209 | p <0,001 ,

(2] T _ 1
| p =0,085 , -I-

% I p=079 1

S 154

[}

S

a 104

(§]

e

<t o

a8 5

(§]

32 0 L) - T L)

c+ HSP21  HSPin DEXA

Figura 7: Comparacao dos niveis de células T-reg (CD4+, CD25+, FoxP3+) entre 0s grupos
estudados. Os resultado foram comparados utilizando o teste t de Student.
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DISCUSSAO

A asma € uma doenca que apresenta elevada morbidade e elevados
custos para os sistemas de salde. Estudos envolvendo modelos
experimentais de asma em camundongos sao importantes para auxiliar no
desenvolvimento de novos farmacos ou novas abordagens terapéuticas para
tratamento de desordens alérgicas.

No presente estudo, demonstramos que a administracdo de HSP70
de M. tuberculosis por via intraperitoneal, apesar de induzir aumento na
populacdo de linfécitos T-reg, ndo inibe significativamente a resposta
eosinofilica pulmonar induzida por ovalbumina. Por outro lado, a
administracdo da proteina por via intranasal parece reduzir
significativamente a resposta inflamatdria com intensidade semelhante ao
corticéide (dexametasona), reduzindo significativamente a celularidade e os
niveis de IL-5 e IFN-y no lavado broncoalveolar. No entanto, a administragéo
de MtHSP70 pela via intranasal ndo parece aumentar as populacdes de
células Treg no tecido pulmonar, apesar de reduzir claramente o perfil
inflamatorio nas vias aéreas dos animais.

Os dados desse estudo sugerem um potencial efeito da proteina
MtHSP70 na imunoterapia para tratamento da asma. Fonseca e
colaboradores demonstraram da mesma forma que a proteina recombinante
HSP65 de M. leprae e um plasmideo, contendo o inserto para a mesma
proteina, apresentam efeito na reducdo da resposta inflamatoria pulmonar
induzida por OVA em modelo murino.*®

Estratégias terapéuticas tem sido desenvolvidas para reduzir a

resposta inflamatéria a alérgenos, como a imunoterapia-alérgeno especifica
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e imunoterapia sem alérgenos. Como um bom exemplo de imunoterapia sem
utilizacao de alérgenos podemos citar a administracdo de micobactérias ndo
patogénicas, como o bacilo de Calmette-Guérin e Mycobacterium
vaccae.”®?! No entanto, esse tipo de terapia pode induzir uma resposta
imune exacerbada, gerando preocupacdes quanto a sua seguranca.
Portanto, a utilizacdo de antigenos uUnicos e bem caracterizado como as
HSPs micobacterias poderia ser uma estratégia promissora para uso em
humanos.

As HSPs sdo antigenos importantes nas infec¢des por diversos
patdogenos, sendo que em muitas infeccbes ha elevada producdo de
imunoglobulinas contra proteinas dessa classe.?*?* A proteina HSP70 de M.
tuberculosis tem demonstrado efeitos supressores na resposta imune em
diversos modelos experimentais, tais como em artrite reumatéide e enxerto
cutaneo, ativando células T-reg especificas e producdo de citocinas
imunoreguladoras como IL-10 e TGF-B.%*°

Os estudos demonstrando atividade imunossupressora da HSP70 de
M. tuberculosis tem associado esse efeito a inducao de células T-reg e
producdo de IL-10.*** No entanto, nossos resultados parecem ndo estar
associados a algum desses efeitos, pois ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de IL-10 e percentuais de linfocitos T-reg nos
animais onde houve reducédo no nimero de células inflamatérias no LBA.

O efeito imunosupressor observado nos animais que receberam a
proteina através de instilacdo intranasal pode estar associado a uma
possivel alteracdo nas ceélulas dendriticas das vias aéreas. Mota e

colaboradores demonstraram que a HSP70 de M. tuberculosis inibe a
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maturacdo in vitro de células dendriticas murinas derivadas da medula
6ssea.’®

Uma limitacdo deste estudo foi a ndo mensuracdo dos niveis de
anticorpos IgE especificos para OVA. Em respostas de natureza alérgica
como na asma, a capacidade dos anticorpos IgE de causarem reacodes
anafilaticas devem ser levadas em conta. No entanto, a auséncia desta
analise nédo interfere na concluséao principal do estudo em relacdo a inibicao
da resposta inflamatéria pulmonar pela HSP. Uma outra importante limitacéao
deste tipo de trabalho € a dificuldade em obter quantidades suficientes da
proteina MtHSP70, o que impediu a realizacdo de mais experimentos
envolvendo diferentes rotas de administracdo e doses mais elevadas da
proteina.

Concluindo, nossos resultados sugerem que a proteina MTHSP70
pode ser uma substancia com potencial efeito para controle da inflamacéo
na asma. Estudos mais detalhados de mecanismos de acao, diferentes
doses e rotas de administracdo devem ser realizados para estabelecer a
uma intervencdo mais adequada, com potencial aplicacéo futura do ponto de
vista clinico.

Experimentos avaliando os niveis de IgE alérgeno-especifica,
fenétipo de células apresentadoras de antigenos nas vias aéreas, e
quantificacdo de células mieldides supressoras devem ser realizados para
elucidar os mecanismos através dos quais a proteina MtHSP70 inibe o

desenvolvimento da resposta inflamatéria no pulméo.
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CAPITULO IV



78

CONCLUSOES

A administracdo da proteina MtHSP70 durante a inducdo de uma
resposta inflamatéria alérgica, induzida por OVA em camundongos, parece
alterar de forma significativa os perfis inflamatorios nas vias aéreas dos
animais. Essa reducdo néo foi observada quando a proteina foi administrada

por via intraperitoneal

A proteina quando administrada por via intranasal, nos animais ja
sensibilizados contra OVA, reduz significativamente os desfecho
inflamatoérios como contagem de leucécitos (totais, eosinofilos, neutréfilos e

linfécitos) e niveis de IL-5 e IFN-y no LBA.

Alteracbes na populacdo de células T-reg pulmonares foram
observadas somente quando a proteina foi administrada no 21° dia do
protocolo experimental de asma por via intraperitoneal. Essa alteracdo néo
foi observada nos experimentos utilizando administracdo de MtHSP70 por

via intranasal.



