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RESUMO
Toleréncia oral refere-se a inibi¢do de respostas imunes a antigenos previamente contactados
por via oral. No entanto, em animais tolerantes ha ativacéo dos linfocitos ap6s a ingestdo do
antigeno e, quando ha imunizacdo com uma proteina previamente ingerida, ocorrem efeitos
sistémicos que inibem imunizagdes para proteinas ndo especificamente relacionadas injetadas
concomitantemente. A inibicdo da resposta imune por proteinas toleradas foi denominada
pelo nosso grupo de pesquisa de efeitos indiretos da tolerancia oral. Os efeitos indiretos da
tolerancia, produzido pela injecdo de uma proteina tolerada, inibe a inflamacéo desencadeada
por carragenina, a inflamacéo e a formagéo de granulomas por ovos de Schistosoma mansoni
e reduz a inflamagéo e a fibrose na cicatrizacdo de feridas na pele. A fibrose pulmonar
idiopatica € uma doenca caracterizada pela grande deposicdo de matriz extracelular no
intersticio pulmonar levando a uma perda da funcdo pulmonar. Sulfato de bleomicina é uma
droga antibidtica/antineoplasica e tem como principal efeito adverso a fibrose pulmonar.
Modelos experimentais da fibrose pulmonar idiopatica sugerem que ha uma fase inflamatoria
seguida de uma fase fibrética. Nosso obejtivo foi verificar se os efeitos indiretos da tolerancia
oral inibem a inflamacdo e a fibrose pulmonar produzida por sulfato de bleomicina. Foram
utillizados camundongos C57BL/6 machos adultos separados em quatro grupos - controle
(instilado com salina), bleomicina (instilado com bleomicina, imune bleomicina (imunizado
com OVA e instilado com bleomicina) e tolerante bleomicina (tolerante a OVA, imunizado
com OVA e instilado com bleomicina). A analise da inflamacdo foi realizada através da
contagem total e diferencial de leucdcitos no lavado broncoalveolar e avaliacdo qualitativa
dos pulmdes corados com H&E, 7 dias apos a instilagdo de bleomicina. Aos 21 dias apds a
instilacdo de bleomicina foi feita a coleta de soro para andlise dos anticorpos anti-Ova, de
forma a avaliar o estabelecimento da tolerancia oral. Durante 21 dias ap6s a instiliacdo de
bleomicina foram analisadas a mortalidade e perda de peso dos animais. A analise
histopat6logica da fibrose pulmonar foi feita nos dias 7 e 21 apo6s a instilacdo de bleomicina
através da escala de Ashcroft modificada. N&o houve diferenca na média de peso dos animais
ao final do experimento, porém os animais tolerantes recuperaram peso mais rapido que 0s
demais tratados com bleomicina. Ndo houve diferenca no grau de fibrose pulmonar entre os
grupos instilados com bleomicina. Houve aumento na quantidade de leucdcitos do lavado
broncoalveolar no grupo que recebeu apenas bleomicina, enquanto nos grupos imune e
tolerante que também receberam bleomicina ndo houve aumento. A avalia¢do histopatoldgica
sugere uma inflamagdo mais severa e concentrada nos pulmdes dos animais tratados apenas

com bleomicina e uma alteracdo mais leve e mais difusa no grupo tolerante. Nossos resultados



demonstram que n&o houve relacdo entre a diminuigdo da inflamag&o observada no lavado
broncoalveolar dos animais imunes e tolerantes que receberam bleomicina e a fibrose
pulmonar, que ndo diminuiu de maneira igual nestes dois grupos e sugerem que a inflamacéo

ndo seria requisito para formacao da fibrose produzida por bleomicina.

Palavras-chave: fibrose pulmonar, tolerancia oral, inflamacéo e fibrose, bleomicina



ABSTRACT

Oral tolerance, in immunology, refers to the inhibition of imune responses to proteins
previously contacted by oral route. However, there are activated lymphocytes in tolerant
animals after antigen ingestion and, upon parenteral immunization with a previously ingested
protein, imune responses to unrelated proteins concomitantly injected are also inhibited. We
labeled this phenomenon as “indirect effects of oral tolerance”. Attempts to immunize with a
tolerated protein are able to block the inflammation evoked by carageenan injection in the
foot-pads; drastically reduces the size and cellularity of granulomas in the lungs of non-
infected mice injected with Schistoma mansoni eggs; and is able to reduce the inflammation
and the fibrosis during the healing of skin wounds. Idiopathic pulmonar fibrosis in humans is
characterized by a large deposition of extracellular matrix in the intersticial lung tissue
leading the loss of pulmonary function. Bleomycin sulfate is an antibiotic/anti-neoplastic drug
that has pulmonar fibrosis as its main side effect . Experimental models of idiopathic
pulmonar fibrosis suggest that an inflammatory phase precedes the fibrosis. Our experiments
aim to verify whether the indirect effects of the exposure to a tolerated antigen (ovalbumin -
OVA) was able to block the inflammation and the pulmonary fibrosis induced by bleomycin.
Adult male C57BL/6 mice were divided into four groups, named: control (instilled with
saline); bleomycin (instilled with bleomycin); imune (injected with OVA and instilled with
bleomycin) and tolerant-bleomycin (previously made tolerant to Ova, injected with OVA and
instilled with bleomycin). Total and differential counting of leukocytes in bronchoalveolar
lavage fluid and histologic analyses of the lungs were done 7 and 21 days after the treatments.
Serum was collected 21 days after the treatment for assay of anti-Ova antibodies, to confirm
the induction of tolerance in the experimental group. Lung fibrosis was evaluated at 7 and 21
days using a modified Aschoff scale. There was no difference in average weights of the
animals at the end of the experiment, but the tolerant animals recovered weight faster than
those in the bleomycin-treated control groups. There was no difference in the degree of
pulmonar fibrosis among the groups. There was an increase in the number of leukocytes in the
lavage fluid of animals treated with bleomycin, but not in the other groups (“imune” and
“tolerant”). The histopathology suggested more severe and dense inflammation in the animals
treated only with bleomycin than in the tolerant group. Thus, our result indicate that the
exposure to the tolerated antigen (OVA) was able to reduce the inflammation, but not the
fibrosis induced by bleomycin and, therefore, that inflammation is probably not a necessary
step for the development of ibrosis.

Key-words: pulmonary fibrosis, oral tolerance, inflammation and fibrosis, bleomycin
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1 INTRODUCAO
1.1 TOLERANCIA ORAL
Definicéo e caracteristicas

A tolerancia imunoldgica, de uma maneira geral, era vista como um estado de
ndo-reatividade imunoldgica especifica, possivelmente por delecdo clonal. Hoje, ao
contréario, ela é vista como um estado imunologico no qual uma resposta imune
potencialmente danosa é prevenida, suprimida ou alterada para um tipo de resposta
imune ndo prejudicial (YANG et al. , 2015). Seguindo esta ideia, a tolerancia oral vem
sendo definida ao longo dos anos como um estado imunolégico onde ocorre inibicdo de
respostas imunes especificas para antigenos contatados pela via oral (HOSTMANN et
al., 2015; VERHAGEN et al. , 2015).

Assim, quando um animal é imunizado com um antigeno que foi previamente
ingerido, as respostas imunes seriam modificadas, tanto na producdo de anticorpos
quanto na ativagdo/diferenciacdo de linfécitos T, tornando-as ndo prejudiciais ao

organismo (WEINER et al., 2011), como ilustrado na figura 1.

Figura 1: Tolerancia Oral
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Animais que ingeriram uma proteina X por dias consecutivos e foram posteriormente imunizados com a

Dias consecutivos

proteina X +adjuvante apresentam um titulo de anticorpos anti-X reduzidos comparados aqueles que nao

ingeriram somente agua e foram imunizados com a proteina X +adjuvante.
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Buscando caracterizar a tolerancia oral, um estudo realizado em 1993 comparou
a producéo de anticorpos anti-OVA em camundongos de diferentes linhagens e idades e
submetidos a diferentes formas de tratamento oral com OVA antes da imunizagdo com
este antigeno (FARIA et al., 1993). Os resultados mostram que camundongos que
ingeriram voluntariamente cerca de 20 mg de OVA/dia, durante 5 dias consecutivos,
tiveram uma maior reducdo nos niveis de anticorpos quando comparados com 0s
animais que foram expostos a 20 mg de OVA por gavagem, antes da imunizagdo com
OVA em adjuvante (FARIA et al., 1993).

Com relacdo a idade, animais com 8 semanas foram mais susceptiveis a inducao
da tolerancia que aqueles com 24 ou 38 semanas de idade. Quanto a linhagem, houve
também uma diferenca sendo que a tolerancia oral induzida por uma gavagem com
OVA foi completamente abolida em camundongos A/J com 38 semanas e abolida de
forma parcial em camundongos B6D2F1 com a mesma idade (FARIA et al., 1993).

Faria et al. (1993) mostraram entdo uma influéncia da idade e da linhagem dos
camundongos e também da dose e forma de ingestdo do antigeno, concluindo que
amaneira mais eficaz de induzir tolerancia oral é a administracdo continua de um
antigeno em pequenas doses em camundongos jovens.

O fendmeno da tolerancia oral, uma vez estabelecido, pode ser mantido durante
a vida do animal. Camundongos que foram oralmente expostos a OVA com 8 semanas
de idade e, uma semana depois, imunizados com OVA em adjuvante, permaneceram
tolerantes até as 70 semanas de idade, mostrando que a idade interfere na inducdo mas
ndo na manutencado da tolerancia oral uma vez estabelecida (FARIA et al. , 1998).

Faria et al. (1998) fizeram ainda uma andalise comparativa do padrdo de isotipos
dos anticorpos entre animais tolerantes e imunes demonstrando que a supressdo
induzida pela tolerancia € uma supressao homogénea, ou seja, o padrdo isotipico dos

anticorpos formados por animais tolerantes e imunes é similar.

Consequéncias imunoldgicas da exposicao a proteinas por via oral

A tolerancia oral € uma das consequéncias mais comuns do contato com
proteinas por via mucosa quando este contato ocorre de maneira continua (Faria et al. ,
1993). No entanto, a exposicdo oral as proteinas da dieta pode resultar tambem

em imunizagdo oral, ou seja, em altos titulos de anticorpos antigeno especificos,
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especialmente quando as exposicbes orais ocorrem de maneira intermitente
(VERDOLIN et al., 1993).

Verdolin et al. (2001) mostraram que quando ha exposi¢des orais a uma proteina
seguidas de imunizacdes parenterais com esta proteina em adjuvante, a resposta imune
especifica para a proteina dada por via oral pode ser estabilizada em niveis baixos,
médios ou altos de anticorpos. Assim, 0s autores demonstraram neste estudo que ha
uma terceira consequéncia do contato do antigeno com a mucosa: a estabilizacdo dos

niveis de anticorpo no soro.

Mecanismos da tolerancia oral

Estudos sobre os tipos de linfocitos, células apresentadoras de antigenos e
orgdos linfoides associados as mucosas objetivam caracterizar estes componentes do
sistema imune para entender a atividade imunoldgica desencadeada pela exposi¢do a
proteinas através das mucosas (CASTRO JUNIOR et al. , 2012 ; MOWAT, 2003;
WORBS et al. , 2006).

O tecido linfoide associado ao intestino (GALT) é formado por linfocitos
dispersos no epitélio e na lamina prépria da mucosa e também por tecidos organizados
como placas de Peyer, linfonodos mesentéricos e foliculos linfoides (MOWAT e
AGACE, 2014). Os antigenos administrados por via oral podem ser apresentados aos
linfocitos T de diferentes maneiras: através da captura do antigeno pelas células M na
Placa de Peyer; por transferéncia do antigeno intestinal para os linfonodos mesentéricos
através da drenagem linfatica seguido pela apresentacdo local para as células T virgens;
ou, por disseminacdo do antigeno para tecidos linfoides periféricos através do sangue
(MOWAT, 2003).

Alguns autores sugerem que os mecanismos de tolerancia oral podem estar
relacionados com a dose do antigeno ingerida: altas doses induzindo tolerancia através
de anergia e/ou delecdo clonal, e baixas doses do antigeno induzindo tolerancia através
da ativacéo de células T regulatorias (HUBER et al. , 2015 ; WEINER, 2011).

Castro Junior et al. (2012) demonstraram que os camundongos tolerantes,
tratados com altas doses de antigeno, possuem numeros elevados de células secretoras
de imunoglobulina no bago e na medula dssea, além de apresentarem altos niveis de
células T ativadas e de células T regulatorias. Estas ultimas apareceram mais cedo nos

animais tolerantes quando comparados aos animais imunes. Estes autores (CASTRO-
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JUNIOR et al. 2012) demonstraram entdo que o estabelecimento da tolerancia oral se
da de forma ativa e sisttmica, com a mobilizagdo de células T e B em compartimentos
como medula dssea e baco.

A transferéncia adotiva de células do baco ou de linfonodos de camundongos
tolerantes para camundongos nao tolerantes € capaz de transferir o fenbmeno de
tolerdncia (RICHMAN et al. , 1978), isto é, os animais ndo tolerantes que recebem
células do baco de animais tolerantes apresentam baixos titulos de anticorpos apds
serem imunizados com a proteina tolerada (HANSON et al. , 1977).

Além disso, a resposta imune mediada por células também foi avaliada através
da reagéo de hipersensibilidade tardia (DTH) e foi observada uma redugdo do aumento
na pata dos camundongos desafiados com OVA quando estes receberam transferéncia
de células dos doadores tolerantes a OVA antes da imunizacdo (CUNHA et al. , 2009).
Esses experimentos também sugerem que a dindmica do sistema imune do trato
gastrointestinal torna o fenémeno de tolerancia oral um fendmeno ativo e sistémico.

Nelson Vaz e colaboradores sugerem que a atividade imunoldgica patolégica
seria decorrente da ativacdo de poucos clones de células agindo de maneira
desconectada ao restante do sistema imune, 0 que resultaria na alta producdo de
anticorpos especificos e ativacdo oligoclonal de linfdcitos T. Partindo desse principio e
pensando nas andlises de tolerancia oral resultando em baixos titulos de anticorpos
porém com uma ativacdo sistémica de linfdcitos, presume-se que a alteracdo
imunoldgica causada pelo fenbmeno de tolerancia oral é uma alteracéo saudavel (VAZ e
CARVALHO, 2015; VAZ et al. , 2003).

Efeito indireto da tolerancia oral e suas consequéncias

Em 1981 Vaz e colaboradores mostraram que as reagOes desencadeadas pela
injecdo de DNP-Ova em camundongos tolerantes orais a Ova eram capazes de
inibir respostas imunes a uma proteina ndo relacionada (DNP-KLH, hemocianina)
injetada simultaneamente (VAZ et al. , 1981). Posteriormente varios outros trabalhos
mostraram que a injecdo parenteral de antigenos tolerados pode inibir a resposta imune
para diferentes proteinas ndo especificamente relacionadas (CARVALHO et al. , 1994 e
1997).

A figura 2 ilustra esse efeito. Quando um camundongo ingere uma proteina X

por dias consecutivos e posteriormente € imunizado com a proteina X em adjuvante
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concomitante com uma proteina Y nédo relacionada, ha uma reducdo nos niveis de

anticorpos tanto anti-X quanto anti-Y. Porém isso ndo é observado quando a ingestéo é

\
b
> r
Agua fil1rad0‘.d._ A Proteina X + adjuvante ﬂ@f}g -
AA AT ’ e
? (_“ Imunizagao -

L]

somente de &gua.

Figura 2: Efeito indireto da tolerancia oral.
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A parte de cima da figura mostra animais que ingeriram somente agua e foram imunizados com com uma
proteina X + uma proteina Y ndo relacionada + adjuvante, apresentando altos titulos de anticorpos tanto
anti-X quanto anti-Y. A parte de baixo da figura mostra que animais que ingeriram a protéina X e foram
posteriormente imunizados com a proteina X concomitante com a Y, desenvolveram titulos de anticorpos

reduzidos para ambas proteinas quando comprados aos animais que ingeriram somente agua.

Ainda nesse contexto foi demonstrado que mesmo quando as proteinas nao
relacionadas eram injetadas por diferentes vias (subcutanea e intraperitoneal), havia
uma inibicdo da resposta a estas proteinas. Além disso, esse ‘efeito indireto da
tolerancia oral” também foi observado quando a co-imunizagdo era feita com uma
proteina da dieta, como zeina, ou com um componente proprio, como 0
fibrinogénio (CARVALHO e VAZ, 1994; CARVALHO e VAZ, 1996).

Os efeitos desencadeados pela exposicdo parenteral a antigenos tolerados podem
também inibir o estabelecimento de reagdes inflamatorias cronicas de origem
imunolégica (CARVALHO et al. , 2002) e a inflamacdo aguda desencadeada pela
injecdo de carragenina (RAMOS et al. , 2008).
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Uma das diferencas entre animais tolerantes e nao tolerantes que recebem uma
imunizagdo com a proteina tolerada, esta relacionada com a expressdo de moléculas de
adesdo e migracdo celular (RODRIGUES et al. , 2006). Animais tolerantes a OVA, ao
serem imunizados i.p. com OVA concomitante com a inoculacdo i.v. de ovos de
Schistosoma mansoni, formam granulomas menores, expressam moléculas de adesdo
ICAM-1 em menor intensidade, ao redor de granulomas pulmonares e apresentam
menor fibrose (AZEVEDO JUNIOR et al. , 2012).

Costa et al. (2011; 2015) mostraram que os efeitos indiretos da tolerancia oral
melhoram a cicatrizacdo de feridas de pele, resultando em menor infiltracdo de células
inflamatorias no leito da ferida e reducdo da formacdo do tecido de granulagdo. Além
disso os efeitos indiretos da tolerancia oral produziram alteracdo na deposi¢cdo de
colageno no local da ferida onde a organizacdo da matriz extracelular no local da

cicatriz se mostrou semelhante a organizacao do colageno na pele intacta.

Relac6es entre a fibrose e a atividade imunoldgica

A fibrose € uma ocorréncia comum a varias patologias e decorre da substitui¢éo
do tecido original por matriz extracelular, com conseqiente perda da funcdo do 6rgédo
afetado. A fibrose pulmonar estd associada a diversas patologias e o tratamento
normalmente € paleativo, uma vez que ndo existem medicamentos eficazes para
prevenir ou para reverter a fibrose ja estabelecida (KEKEVIAN, GERSHWIN e
CHANG, 2014).

A fibrose excessiva pode ser resultado de alteragbes no perfil de ativacdo dos
leucdcitos e fibroblastos e alteracdo na sintese ou organizacdo das proteinas de matriz
extracelular (RAZZAQUE; TAGUCHI, 2003). Atualmente ndo ha tratamento adequado
para as fibroses e 0s estudos sobre 0s seus mecanismos de origem, assim como uma
énfase na sua prevencao se fazem necessarios.

O transplante de pulmdo, mesmo quando bem sucedido, pode produzir lesdes
croénicas que culminam com a deposicdo de coldgeno e disfuncdo pulmonar. Em
modelos de transplantes de pulméo em ratos, a indugéo prévia de toleréncia ao colageno
tipo V retarda fibrose e disfuncéo do 6rgéo ( BRAUN et al. , 2009). A administracédo de
sulfato de bleomicina pode resultar em fibrose pulmonar e a tolerancia induzida pela
administracdo prévia de coldgeno tipo V por via intravenosa reduz a inflamagédo

(BRAUN et al. 2010). A administracdo de coldgeno V também por via nasal, antes da
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adminsitracdo de sulfato de bleomicina, atenua a deposicdo de colageno no tecido
pulmonar (VITTAL etal., 2013).

1.2 FIBROSE PULMONAR IDIOPATICA (FPI)

Classificacéo e Epidemiologia

A Fibrose Pulmonar Idiopatica (FPI) é uma doenca de origem desconhecida,
acomete principalmente idosos e 0s pacientes apresentam tosse progressiva e
dispneia. E caracterizada pela destruicdo do parénquima pulmonar e deposicdo de
matriz extracelular nos espacos alveolares e intersticiais, e acredita-se que isso se inicie
apos uma injuria no pulmao seguida pelo reparo alterado do tecido pulmonar que leva a
um estagio final de cicatrizacdo fibrotica (BORENSZTAIN, CRESTANI e KOLB,
2013).

Tabagismo, exposi¢do ambiental a poeiras de metais, pé de madeira, agricultura
(poeira vegetal ou animal, exposicdo frequente a aves e pecuaria) e agentes microbianos
podem ser citados como fatores de risco. Os pacientes tém pouca sobrevida, variando de
2.5 a 3.5 anos ap6s o diagnostico (KEKEVIAN, GERSHWIN e CHANG, 2014;
RAGHU etal., 2011; BORENSZTAJN, CRESTANI e KOLB, 2013).

A Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (SBPT, 2012) classifica a
FPI como doenca pulmonar intersticial, que por ser de causa desconhecida é enquadrada
como pneumonia intersticial idiopatica. A patologia € resultante de lesdo do paréngquima
pulmonar, tendo como consequéncia graus variaveis de inflamacéo e fibrose.

Um estudo realizado no Condado Olmsted, em Minnesota entre 0s anos de 1997
e 2005 demonstrou que em um total de 47 casos de FPI a incidéncia foi maior em
homens que em mulheres e em pacientes com a idade de 70-79 anos. A média de
sobrevivéncia foi de 3.5 a 4.4 anos; 72 % dos pacientes morreram no periodo do estudo
sendo que 47% destes tiveram a FPI como causa primaria da morte (PEREZ et al. ,
2010).

Em uma reviséo sobre a epidemiologia e manejo de doencas pulmonares comuns
em pessoas idosas, Akgiin, Crothers e Pisani (2012), afirmam que quanto a fibrose
pulmonar idiopética, a incidéncia e prevaléncia aumentam com a idade e que a
incidéncia € de 10.7/100.000 homens ; 7.4/100.000 mulheres, com prevaléncia total de
42.7/100.000.
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Dados do Centro Nacional para Estatisticas de Saude foram compilados em um
estudo entre os anos de 1989-2007 para comparar a presenca de FPl em grupos
étnicos/raciais descendentes dos EUA. O resultado demonstrou que negros (5,1%)
parecem ser significativamente menos propensos que brancos (87,2%) para desenvolver
a doenca. Mas quando a doenca esta presente 0s negros morrem mais jovens (72.1 anos)
que os brancos (77.9 anos). Este estudo também demonstrou resultados em consonancia
com outros trabalhos: homens (53%) foram mais afetados que mulheres (47%) e a
média de idade foi 77.4 £ 9.9 anos (SWIGRIS et al. , 2012).

Caracteristicas Clinicas e Diagnoéstico

Individuos com FPI apresentam sintomas inespecificos como dispnéia e tosse
seca, além de apresentarem ruidos estertores crepitantes, agudos e de curta duragdo
(estertores do tipo velcro) nas bases pulmonares e baqueteamento digital (hipertrofia das
falanges distais) no exame fisico. Em fases mais avangadas da doenca podem haver
sinais de hipertensdo pulmonar (KAWANO-DOURADO, KAIRALLA e CARVALHO,
2013).

O diagnostico da FPI é um diagnostico feito por exclusdo podendo ser realizado
apenas através da TCAR (Tomografia Computadorizada de Alta Resolugdo) em alguns
casos e, em outros casos, através de um diagnostico integrado de achados tomograficos
e histoldgicos. Sao excluidas outras causas como exposi¢fes ambientais como poeira
vegetal ou animal e exposicdo frequente a aves e pecuaria, toxicidade de drogas e
doencgas sistémicas que provocam doenca pulmonar intersticial e sdo associadas ao
padrdo PIU (Pneumonia Intersticial Usual) (KEKEVIAN, GERSHWIN e CHANG,
2014).

O padrao histolégico de pneumonia intersticial usual é caracterizado por fibrose
intercalada com areas de parénquima normal, focos fibrobasticos, faveolamento e
distribuicdo da fibrose nas partes inferiores dos lobos pulmonares, sendo acentuada na
regido pleural (SBPT, 2012).

A heterogeneidade temporal na FPI é caracterizada por zonas de deposi¢do de
colageno acelulares (mais antigas) e focos fibroblasticos ativos, mais recentes. Estes
encontram-se entre regides fibroticas e menos afetadas que se manifestam na forma de

proliferacdo de fibroblastos fusiformes frequentemente dispostos de forma paralela a
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superficie alveolar (MORRISON, NOBLE 2010 ; WOLTERS, COLLARD e JONES,
2014)

O faveolamento, que consiste de espacos aéreos aumentados embutidos no
tecido fibrotico, pode ser ausente na doenca inicial e é o achado tomogréafico de maior
capacidade de prever o padrdo histolégico da pneumonia intersticial usual (KAWANO-
DOURADO, KAIRALLA e CARVALHO, 2013; WUYTS et al. , 2014).

Alguns estudos foram realizados com o objetivo de tentar relacionar as
caracteristicas histopatologicas em bidpsias de paciente com FPI e a sobrevida dos
mesmos. Em 2003 Coletta et al. estudaram 51 pacientes diagnosticados com FPI e
observaram que houve uma correlagao significativa e inversa da sobrevida com o tempo
de histéria, extensdo dos focos fibroblasticos e com o espessamento miointimal da
parede dos vasos. A extensdo dos focos fibroblasticos influenciou a sobrevida de forma
gue quando estes eram mais esparsos, a sobrevida era significativamente maior.

Dado semelhante também foi encontrado em um estudo com 53 pacientes onde
foi visto que houve uma forte correlacdo entre a extensdo do foco fibroblastico
aumentada e mortalidade e declinio da funcdo pulmonar. Além disso, a extensdo do
infiltrado celular mononuclear intersticial também foi significativamente correlacionada
com o declinio da fungdo pulmonar (NICHOLSON et al. , 2002).

A extensdo do tecido conjuntivo/granulacéo, envolvendo tecido de granulacéo
nos espacos aéreos e mudancas fibroticas/reparativas, presentes no exame do tecido
pulmonar foi preditiva de sobrevivéncia em um estudo com 87 pacientes, sendo que
uma unidade aumentada no fator de tecido conjuntivo/de granulagéo foi associada com
1,74 vezes maior risco de morte ( KING et al. , 2001).

Patogénese da fibrose pulmonar idiopatica

Embora seja uma doenca de origem desconhecida ha hipo6teses de como a FPI se
inicia. Uma das hipoteses € que a inflamacéo crénica ndo resolvida desempenha um
papel essencial na patogénese da doenga, causando perda de pneumdcitos | e
proliferacdo de pneumdcitos tipo Il, com posterior acumulo de proteinas da matriz
secretadas por fibroblastos e miofibroblastos. Porém tratamentos envolvendo esteroides
e imunossupressores foram limitados ou ndo surtiram muito efeito (SELMAN e
PARDO, 2006; KORFEI et al. ,2008).
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A outra hipotese é que a doenca seja resultado de multiplos ciclos de dano a
células epiteliais alveolares, as quais liberam mediadores inflamatorios além de
citocinas e fatores de crescimento que controlam proliferagdo, migracédo e diferenciagéo
de fibroblastos bem como producdo de matriz extracelular. Fatores como desequilibrio
das especies de oxigénio reativo (ROS) e também entre as metaloproteinases e seus
inibidores contribuem para o processo da doenca (RAZZAQUE e TAGUCHI, 2003;
SELMAN e PARDO, 2006).

O espaco alveolar do pulmao, onde ocorrem as trocas gasosas entre o limen dos
alvéolos e os vasos capilares, € composto por uma camada fina de células epiteliais,
formada principalmente por células epiteliais alveolares (também chamadas de
pneumacitos) de dois tipos: 1 e II.

As células epiteliais alveolares do tipo | tem formato delgado com nucleo
achatado e sdo mais numerosas, tendo como principal funcdo formar uma barreira de
espessura minima de forma a possibilitar a troca de gases (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

As células do tipo Il estdo localizadas entre células alveolares tipo | e tem
formato arredondado com citoplasma apresentado corpos multilamelares que contém
fosfolipideos, glicosaminoglicanos e proteinas; essas células produzem surfactante
pulmonar que é responsavel pela reducéo da tensdo superficial dos alvéolos evitando
que estes entrem em colapso durante a expiracdo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A avaliacdo da apoptose de células alveolares tipo Il tém sido grande foco de
estudo na patogénese dessa doenca. Em casos de FPI familiar foram
encontradas mutacGes em genes de proteinas surfactantes A e C, essas mutacdes
resultam em proteinas mal formadas que parecem causar estresse do reticulo
endoplasmatico e consequente apoptose das células (GUNTHER et al. , 2012).

A hipétese sobre a apoptose, como causa da FPI, é sustentada por estudos de
Barbas-Filho et al. (2001) que encontraram evidéncias de apoptose em células
localizadas nas areas de pouco envolvimento fibrotico em bidpsias pulmonares de
paciente com FPI, sugerindo que a apoptose seria um processo primario que precede o
preenchimento do espago acelular por tecido fibroso na auséncia de uma reagdo
inflamatoria.

Na forma esporadica da FPI, Korfei et al. (2008) observaram uma regulacao
positiva de fatores relacionados a via de apoptose intrinseca nas células epiteliais

alveolares tipo Il que recobriam as areas de fibrose densa e foco fibroblastico em
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amostras de pulmdo de pacientes com FPIl. Akram et al. (2014) demonstraram um
significante nivel de expressdo da proteina p53 (pré-apoptdtica) em células epiteliais
alveolares Il localizadas em areas fibroticas.

Sisson et al. (2010) mostraram que lesdes dirigidas a essas células sdo capazes
de causar fibrose pulmonar, reforcando a afirmacéo de varios autores de que o dano a
célula epitelial alveolar tipo Il pode desempenhar um papel central na patogénese da
doenca.

Autores como Thannickal e Horowitz (2006) e Fattman (2008) discutem um
“paradoxo apoptotico” nessa doenga, onde existe uma susceptibilidade de apoptose nas
células epiteliais alveolares e resisténcia a apoptose em miofibroblastos e fibroblastos.
Isso tem sido associado a formacdo das lesdes fibroticas; a resisténcia a apoptose
apresentada por fibroblastos e miofibroblastos pode levar a excessiva deposicdo de
componentes da matriz extracelular, o que é uma das caracteristicas principais da
fibrose.

Vérias fontes dessas células tem sido apresentadas incluindo proliferacdo de
fibroblastos residentes, geracdo de fibroblastos a partir de células epiteliais através de
transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) e diferenciacdo de fibrocitos circulantes ou
células progenitoras mesenquimais (LEKKERKERKER et al. , 2012).

Com relagdo a contribuicdo dos pneumdcitos para a origem de fibroblastos, foi
demonstrado que sob estimulos apropriados os pneumacitos tipo 1l passam por EMT in
vitro, e com 0 monitoramento por marcacdo dessas células in vivo também se observou
ocorréncia de EMT (TANJORE et al. , 2009). Além disso, os autores deste estudo
mostraram que ha migracdo de células progenitoras da medula 6ssea para os locais de
fibrose, concluindo assim que em um modelo experimental de fibrose pulmonar
utilizando bleomicina, cerca de metade dos fibroblastos se originam de EMT e da
medula éssea (TANJORE et al. , 2009).

Em bidpsias de pulmdo também foram encontradas evidéncias de EMT, onde
células epiteliais apresentavam também caracteristicas mesenquimais. (KIM et al,
2006).
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Bleomicina e 0 modelo experimental de fibrose pulmonar

Bleomicinas (BLM) sdo um grupo de glicopeptideos antibidticos/antineoplasicos
que provocam quebra da cadeia de DNA e apoptose, tanto durante a mitose das células
quanto em células que néo estdo se dividindo (RANG et al. , 2007).

Um estudo sobre os eventos de sinalizagdo apoptotica provocados por BLM foi
realizado com cultura de células endoteliais pulmonares (um dos tipos celulares
afetados na fibrose pulmonar) e os autores encontraram que a BLM induz apoptose
dentro de 4 horas e mostraram que essa apoptose € iniciada pela via extrinseca através
da ativacdo inicial de caspase 8 seguida das caspases 3 e 6 ( MUNGUNSUKH et al. ,
2010).

A droga costuma ser usada para o tratamento de carcinomas de células
escamosas, tumores germinativos e linfomas, porém o seu efeito tdxico mais grave é a
fibrose pulmonar que acomete cerca de 10% dos pacientes tratados sendo relatada como
evento fatal em 1% dos casos ( RUBIN et al. , 2000; RANG et al. , 2007 ).

A toxicidade pulmonar provocada pela BLM é devido aos baixos niveis da
enzima hidrolase que cliva a bleomicina no pulméo. Na fase avancada dessa toxicidade
os achados histologicos pulmonares possuem aspecto fibrotico que se assemelham a
fibrose pulmonar idiopatica (SEBTI et al. , 1989; RUBIN et al. , 2000).

Dessa forma, o modelo experimental utilizando bleomicina para induzir fibrose
pulmonar ¢ o mais comumente utilizado no estudo in vivo da doenca. O modelo é
caraterizado pela alta reprodutibilidade e capacidade de mimetizar as caracteristicas
histol6gicas da FPI. Latta et al. (2015) afirmam que a injdria pulmonar induzida por
BLM ocorre em duas fases: a primeira possui um componente inflamatério como
caracteristica principal, seguido por evento fibrético entre a terceira e quarta semana
apos administracdo da droga.

Estudos sobre a progressdo da fibrose pulmonar idiopéatica tem sido realizados
em modelos experimentais com administracdo da droga por diferentes vias, podendo ser
intranasal (Manoury et al. , 2005) intratraqueal , (Izbicki et al. , 2002) ou orofaringea
(EGGER et al. , 2013).

Izbicki et al. (2002) estudaram o efeito da administracdo de bleomicina nos dias
3, 6, 14 e 21 ap6s a administracdo da droga, utilizando camundongos C57BL/6. Eles

observaram que nos dias 3 e 6 houve aumento na porcentagem de neutréfilos seguido
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por um aumento sustentado de linfocitos. No dia 21 houve fibrose intra alveolar, fibrose
focal densa frequentemente subpleural e hiperplasia subepitelial nos ductos alveolares.

Posteriormente Chaudhary, Schnapp; Park (2006) realizado experimento em
ratos Wistar com bleomicina administrada intratraquealmente para avaliar a progressao
da doenca e chegaram aos mesmos resultados do estudo supracitado. Os autores
descreveram que primeiros dias do experimento (3 e 6) houve influxo celular e aumento
do nivel de citocinas inflamatorias até o dia 9 e nos ultimos dias estudados (dias 14 e
21) houve uma proeminente expressao do colageno. A deposicao de coldgeno aumentou
a partir do dia 9 com um maximo no dia 21. Os autores hipotetizaram entdo com esses
resultados que neste modelo hd uma troca entre a fase inflamatoria e fibrética por volta
do dia 9.

Através de um estudo integrativo entre farmacologia e bioinformatica Peng et al.
(2013) mostraram que ocorrem mudancas moleculares correspondentes nos pulmdes de
camundongos tratados com BLM e paciente com FPI, principalmente nos genes
associados com mitose e sinalizacdo na matriz extracelular. Esses dados ddo ainda mais
suporte para a premissa de que este modelo pode recapitular a maioria das respostas
pré-fibroticas complexas que ocorrem nas doencas em humanos, principalmente na

doenca ativa.
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2 JUSTIFICATIVA

Em mamiferos adultos a cicatrizacdo normalmente resulta em substituicdo do
parénquima por matriz extracelular e ainda em remodelamento da matriz extracelular
em diferentes 6rgdos. No pulméo a fibrose pode estar associada a diferentes patologias
de etiologias conhecidas ou desconhecidas sendo, neste ultimo caso, conhecida como
fibrose pulmonar idiopatica. O uso de sulfato de bleomicina para tratamento de cancer
pode levar a fibrose pulmonar uma vez que este 6érgdo ndo metaboliza adequadamente o
medicamento. Na progressao da doenca normalmente observa-se uma inflamacao que
precede a fibrose. A deposicdo de matriz extracelular em substituicdo aos tecidos
pulmonares importantes para as trocas gasosas pode ocorrer de forma gradual levando a
uma perda progressiva da funcdo pulmonar. Trabalhos anteriores de nosso grupo de
pesquisa mostraram que a injecdo parenteral de proteinas toleradas inibem a resposta
imune para proteinas nao especificamente relacionadas e inibem também a inflamacéo
desencadeada pela injecdo de carragenina no coxim plantar de camundongos ou a
formagéo de granulomas pulmonares produzidos pela injecdo endovenosa de ovos de
Schistosoma mansoni. Neste trabalho estudamos os efeitos da injecdo de proteinas
toleradas sobre a inflamacdo e fibrose pulmonar induzida pela inalacdo de sulfato de

bleomicina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar se a injecdo intraperitoneal (i.p) de uma proteina previamente administrada
por via oral altera a inflamacéo e fibrose pulmonar induzida por sulfato de bleomicina

em camundongos C57BL/6.

3.2 Objetivos especificos

Em camundongos tolerantes orais a ovalbumina (Ova) injetados i.p com Ova em
adjuvante Al(OH); no dia da injecéo intranasal (i.n) de sulfato de bleomicina e grupos
controles:

1 - Comparar a taxa de mortalidade e massa corporal do dia 0 ao dia 21 ap06s a instilacao
de sulfato de bleomicina;

2 - Analisar histologicamente o pulmé&o avaliando o infiltrado inflamatorio e a fibrose
nos dias 7 e 21 apos a instilacdo de sulfato de bleomicina;

3 - Quantificar e qualificar os leucocitos obtidos do lavado bronquialveolar no dia 7

apos a instilacdo de sulfato de bleomicina.
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4 METODOLOGIA

Camundongos e grupos experimentais

Os camundongos C57BL/6 machos foram obtidos do Centro de Bioterismo da
UFMG e utilizados quando atingiram a idade de 8 semanas,. Durante o periodo de
experimentacao, os animais permaneceram no Biotério de Animais Experimentais do
Departamento de Morfologia (Camara Climatizada), de acordo com as recomendagfes
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Pré-Reitoria de Pesquisa
da UFMG. O projeto foi aprovado sob o numero de protocolo 250/2014 da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG).

Os animais foram separados em quatro grupos:

-Grupo Salina: recebeu instilagdo de salina intranasal.

-Grupo Bleomicina (BLM): recebeu instilacdo de bleomicina intranasal.

-Grupo Imune BLM: recebeu uma imunizacdo via intraperitoneal (i.p.) com
OVA+AI(OH); sequido da instilacdo de bleomicina intranasal.

-Grupo Tolerante BLM: recebeu uma solugdo de clara de ovo por via oral,
durante 3 dias consecutivos, 7 dias antes da imunizagdo com OVA+AI(OH)se instilagéo
de bleomicina intranasal.

Os tratamentos realizados em cada grupo estdo sumarizados no quadro abaixo.

Tratamento oral Imunizacéo Injecdo intranasal de

intraperitoneal BLM

Salina Né&o Né&o Né&o
BLM Néo Néo Sim
Imune BLM Néo OVA+AI(OH); Sim
Tolerante BLM OVA 5 mg/ml por 3 OVA+AI(OH); Sim
dias
DIAS -10a-7 0 0

Inducéo de fibrose pulmonar por bleomicina

Sulfato de bleomicina (BLM), na dose de 3,75 mg/Kg Kg (Cinelao- Sulfato de
Bleomicina, Meizler Biopharma S/A), foi instilada por via nasal em animais

anestesiados pela injecéo i.p. de 0,10 ml de uma solucdo de cloridrato de Ketamina (97
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mg/Kg) (Dopalen injetavel-Vetbrands) e xilazina (16,5 mg/Kg) (Dopaser solucéo

injetavel). Um grupo controle recebeu apenas salina intranasal.

Inducéo da tolerancia oral e injecdo da proteina tolerada

Para inducdo da toleréncia oral, o grupo tolerante-BLM recebeu, em vez de
agua, uma solucdo de clara de ovo 1:5 em &gua, durante trés dias consecutivos. Apos
um intervalo de 7 dias, os animais receberam uma injecdo i.p. de 10 pg de ovalbumina
cristalizada (OVA, grau V, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) e 1,6 mg de Al(OH);
diluidos em 0,2 ml de salina. Logo apo6s a injecdo i.p. da proteina tolerada, os animais
receberam a instilacdo de BLM. O grupo controle imune ndo recebeu o tratamento oral

com clara de ovo.

Andlise da inflamagéo e fibrose pulmonar

No dia 7, os animais foram sacrificados com alta dose de anestesia (0,40 ml da
solucdo anestésica descrita acima) para realizacdo do lavado broncoalveolar e coleta dos
pulmdes. Para coleta do lavado broncoalveolar, foi feita uma incisdo na traquéia com
tesoura cirdrgica e entdo inser¢do de uma canula (Solidor-22G/25mm) para inoculagao
de 1 mL de PBS estéril. A inoculacdo do PBS e a retirada do liquido do lavado foi
realizada trés vezes e as amostras foram armazenadas no gelo até a contagem das
células presentes no lavado. Apoés a realizacdo do lavado broncoalveolar, os pulmdes
foram coletados e fixados em Formalina de Carson 10% (pH 7,2-7,4) por 48h sendo
posteriormente conservados em alcool 70% até o processamento histoldgico.

Para contagem de leucdcitos, o lavado broncoalveolar foi centrifugado a 1.200
rpm/ 4°C por 15 minutos, posteriormente foi desprezado o sobrenadante e o pellet de
células foi ressuspendido em 100 pl de BSA 3%. Os leucécitos foram contado na
camara de Neubauer (Hemocytometer Bright-Line) e expresso em numero de células x
10*/mL.

Uma amostra de 80 pl de BSA 3% mais 20 ul do lavado foi centrifugada em
uma centrifuga citolégica (FANEM® SP-BRASIL, Mod. 248, 500 rpm por 5 minutos) e
as laminas foram coradas com Pandtico Rapido (Laborclin) para contagem diferencial
de leucocitos. As laminas foram analisadas ao microscopio de luz (OLYMPUS BX40F-

3) e foram contadas 200 células para cada animal, que de acordo com a morfologia
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foram identificadas como macréfagos, neutrofilos, linfocitos ou eosinofilos. A
porcentagem de cada uma destas células foi obtida em cada amostra e, de acordo com a
contagem global de leucdcitos feita na Camara de Neubauer, o nimero total das células
de cada animal foi expresso como numero de células por mL.

Para andlise histopatoldgica, os pulmdes foram submetidos ao processamento
histolégico de rotina com banhos de alcool e xilol em concentragdes crescentes e
incluidos em parafina a 60° C. Cortes de 5um foram obtidos dos pulmdes de cada
animal com o micrétomo (MICROM MS335E -5um) e corados com Hematoxilina e
Eosina (H&E) ou Tricromatico de Gomori.

No experimento realizado com 21 dias ap0s a instilacdo de BLM, os animais
foram monitorados e pesados diariamente para avaliacdo de sobrevivéncia e perda de
peso. Aos 21 dias os animais foram anestesiados com 0,10 mL de solucdo anestésica e
foi coletado o sangue através do plexo braquial esquerdo para a separacdo do soro. Em
seguida os pulmdes foram coletados e fixados em Formalina de Carson 10% (pH 7,2-
7,4) por 48h sendo posteriormente conservados em alcool 70% até o processamento

histoldgico.

Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para avaliacdo de anticorpos anti-OVA

O soro dos animais foi obtido através da centrifugacdo do sangue (1.800 rpm por
15 minutos), diluido 1:10 em PBS-caseina e entdo foi realizado ELISA (Ensaio
Imunoenziméatico) anti-OVA para deteccdo de anticorpos anti-OVA e assim
comprovacao do estado de tolerancia dos animais do grupo tolerante BLM.

Para tanto foi utilizada uma placa de 96 pogos (Nunc-Immuno™ Brand
Products) que foi sensibilizada no primeiro dia com 100 pl de uma solucdo de 200 ug
de OVA em 10 mL de Tampéao Carbonato pH 9,6 (Coating Buffer) e incubada em
camara fria a 4°C por no minimo de 18 horas. No segundo dia as placas foram lavadas
duas vezes com salina —Tween (salina fisiolégica NaCl 0,15 M contendo 0,05% de
Tween 20) e posteriormente foi realizado bloqueio com 200 pl de PBS-caseina / poco.

Foram realizadas dilui¢cbes seriadas do soro (1:50 a 1:3.200) e a placa foi
incubada a 37°C durante 1 hora sendo posteriormente lavada com salina-Tween (6 X) e
adicionado 100 ul /pogo de uma solugdo do conjugado de anticorpo ligado a peroxidade
( Goat Anti-mouse 1gG- HRP marca) 1:500. Depois disso a placa foi incubada a 37°C

durante 1 hora, lavada novamente com salina-Tween (6 X) e revelada através da adic¢éo
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de 100 pl /poco de uma solucéo de 4 mg de OPD (ortofenilenodiamina ) em 10 mL de
tampdo citrato (pH 5,0) e 2 pl de perdxido de hidrogénio (H,O;) 30% incubada ao
abrigo da luz por 15 minutos. A reacéo foi parada com 20 pl de cido sulfurico 2N por
pOCoO.

A leitura foi realizada através de um leitor de ELISA (Multiskan FC Thermo

Scientific) e os resultados expressos em média de absorbancia.

Analise histopatologica

A analise qualitativa das alteracdes morfoldgicas foi realizada nas laminas
coradas com H&E, levando em consideragdo arquitetura pulmonar preservada, areas de
inflamacdo e acimulo de células perivasculares e peribronquiolares. Todas as laminas

foram revisadas pelo médico patologista Dr. Geraldo Magela Azevedo Junior.

A andlise de fibrose pulmonar foi realizada nas ldminas coradas com
Tricroméatico de Gomori sob microscopio de luz com objetiva de 20X e o indice
fibrotico de cada amostra de pulmdo foi designado segundo a Escala de Ashcroft
modificada, onde a cada campo do tecido pulmonar analisado é designado um grau de
fibrose. A escala varia de 0 (pulm&o normal) a 8 (obliteracdo do campo pela fibrose) e o
indice fibrotico do pulmao é feito pela soma dos graus de cada campo dividido pelo
namero de campos (HUBNER et al. , 2008).

Para obtencdo das imagens, as laminas cordas com H&E ou Tricromatico de
Gomori, foram submetidas a um processamento digital através do Scanner de laminas
3D HISTECH (CAPI —Centro de Aquisi¢cdo e Processamento de Imagens/UFMG).
Posteriormente foram feitas fotomicrografias das ld&minas com o programa Pannoramic
Viewer (3D HISTECH, verséo 1.15.4- 2014).

Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da media. Os dados
foram analisados por analise de variancia (One Way ANOVA) seguido do teste
Newman-Keuls considerando o nivel de significancia de p <0,05 e a sobrevivéncia foi
analisada através do teste Log-rank (Mantel-Cox). Todos os dados obtidos foram

analisados através do programa GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

Analise de anticorpos anti-OVA no soro

O soro dos animais coletado 21 dias apds a injecdo i.p. de OVA e instilacdo de
sulfato de bleomicina foi submetido ao teste ELISA anti-OVA para avaliacdo do estado
de tolerancia oral. Como visto na figura 3, 0s grupos que ndo receberam imunizagéo
com OVA (controle e BLM) apresentam niveis basais de anticorpos anti-OVA. O grupo
imune BLM, onde os animais foram imunizados com OVA+AI(OH)s, apresentou uma
alta taxa de anticorpos anti-OVA. O grupo que recebeu um tratamento com OVA por
via oral durante 3 dias consecutivos antes de ser imunizado com OVA+AI(OH)3, (grupo
tolerante BLM), apresentou uma significativa reducao do titulo de anticorpos anti-OVA

quando comparado ao grupo imune, comprovando assim o estado de tolerancia oral.

Figura 3: Nivel de anticorpos anti-Ova no soro.
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O gréfico demostra diferenca significativa no titulo de anticorpos do grupo imune quando comparado aos
demais grupos. A média de absorbéncia de cada grupo foi obtida pela soma das médias da absorbéncia de
diluicBes decrescentes seriadas e os resultados expressos como médiat SEM.. O (*) indica que houve
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo imune BLM e os demais grupos (n=6).

Contagem de células inflamatdrias no lavado broquio-alveolar

Nos animais do grupo controle bleomicina, que receberam sulfato de bleomicina
sem nenhum outro tratamento, houve um aumento significativo de leucocitos quando
comparado aos demais grupos. A injecdo i.p. de OVA em Al(OH)s, antes da instilagdo
de sulfato de bleomicina inibiu o aumento de leucdcitos no lavado bronquio-alveolar,
tanto em animais imunes quanto tolerantes a OVA (Figura 4). Este experimento foi

repetido e as diferengas entre os grupos se mantiveram (Figura 5).
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Figura 4: Contagem total de leucdcitos no lavado broncoalveolar de animais 7 dias apds instilacdo de
BLMi.n
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As barras representam médiatSEM. O (*) indica que houve diferenca significativa (p menor que 0,05) em
relacdo aos demais grupos (controle, imune BLM e tolerante BLM). (n=6-8). Fonte: GraphPad Prism 5.

Figura 5: Contagem total de leucdcitos no lavado broncoalveolar de animais 7 dias apds instilacdo de
BLM i.n
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As barras representam médiatSEM. O (*) indica que houve diferenca significativa (p menor que 0,05) em
relagdo aos demais grupos (controle, imune BLM e tolerante BLM). (n=4-5). Fonte: GraphPad Prism 5.
A contagem diferencial dos leucdcitos levou em consideracdo quatro tipos
celulares: macréfagos, neutrofilos, linfocitos e eosindfilos. A instilagdo de sulfato de
bleomicina produziu aumento do nimero de macréfagos, neutréfilos e linfocitos, mas
ndo de eosindfilos, no lavado bronquio-alveolar. Ndo houve aumento estatisticamente

significativo no nimero destas células nos animais dos grupos que receberam uma
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injecdo i.p. de OVA em AI(OH)s, antes da instilacdo de sulfato de bleomicina (Figura

6). Este experimnto foi repetido e as diferencas entre os grupos se mantiveram (Figura
7).

Figura 6: Contagem diferencial de leucdcitos no lavado broncoalveolar de animais 7 dias apds instilacéo
de BLM i.n.
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As barras representam médiaxSEM. O grafico expressa 0 nimero absoluto de cada tipo celular em 1 mL.
O (*) indica que houve diferenca significativa (p menor que 0,05) em relacdo aos demais grupos
(controle, imune BLM e tolerante BLM). (n= 6-8).

Figura 7: Contagem diferencial de leucécitos no lavado broncoalveolar de animais 7 dias ap6s instilagdo
de BLM i.n
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As barras representam médiatSEM. O grafico expressa o nimero absoluto de cada tipo celular em 1 mL.
O (*) indica que houve diferenca significativa (p menor que 0,05) em relacdo aos demais grupos
(controle, imune BLM e tolerante BLM). (n=4-5).
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Anélise histopatoldgica 7 dias apos a instilacdo de sulfato de bleomicina

Sete dias ap0s o tratamento com sulfato de bleomicina todos os grupos
apresentaram uma reducdo dos espacos aereos com acumulo de células no intersticio
pulmonar (Figura 8c, e, g). No entanto, os grupos BLM e imune BLM apresentaram
distor¢do da arquitetura pulmonar principalmente subpleural (Figura 8c, e) enquanto o
grupo tolerante BLM apresentou uma distor¢cdo mais difusa com a presenca de algumas

areas de arquitetura pulmonar preservada (Figura 8g).

No aumento de 100x foi possivel observar um leve espessamento alveolar nos
pulmdes do grupo controle (Figura 8b). Os grupos BLM e imune BLM (Figura 8d, f
respectivamente) demonstraram uma inflamacdo predominantemente mononuclear e
alguns neutrofilos, em éareas perivasculares e peribronquiolares. No grupo tolerante

(Figura 8h), o acimulo de células visto nessas areas foi mais leve.

A andlise da fibrose pulmonar foi feita em cortes corados com Tricromatico de
Gomori e a Escala de Ashcroft modificada foi utilizada para a sua quantificacdo
(Hubner et al. , 2008). Na figura 9 pode-se observar uma fibrose leve nos pulmdes dos
camundongos controle que ndo receberam sulfato de bleomicina, enquanto os demais
grupos tratados com esta droga apresentam areas de fibrose classificadas como leves ou
severas na extensdo do pulmdo. Aos sete dias apds a instilacdo de BLM, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa no indice fibrético entre os grupos tratados com
sulfato de bleomicina (Figura 9i).
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Figura 8: A instilacdo i.n de sulfato de bleomicina produz alteraces na estrutura pulmonar.
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Fotomicrografias de laminas de pulméo coradas com H&E mostrando alteragdes causadas pela instilagédo
i.n de sulfato de bleomicina (BLM), 7 dias ap6s instilacdo. Na figura estdo ilustrados os pulmdes dos
grupos controle sem bleomicina (a, b), BLM (c, d), imune BLM (g, f) e tolerante BLM (g, h). (n=4-5). As
imagens da direita sdo fotomicrografias em maior aumento da area destacada pelo retangulo vermelho na
fotomicrografia da esquerda.
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Figura 9: A instilacdo i.n de sulfato de bleomicina causa fibrose pulmonar.
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Fotomicrografias de laminas de pulméo coradas com Tricroméatico de Gomori mostrando a fibrose (verde)
no dia 7 apds a instilacdo i.n de sulfato de bleomicina (BLM). Na figura estéo ilustrados os pulmdes dos
grupos controle sem bleomicina (a, b), BLM (c, d), imune BLM (g, f) e tolerante BLM (g, h). Em (i) o
grafico mostra o indice fibrético pela escala de Aschroft (2008). Em (b) ha um exemplo de fibrose grau 3,
em (d) e (h) grau 5 e em (f) grau 7 (n=4-5). As imagens da direita sdo fotomicrografias em maior aumento
da area destacada pelo retangulo vermelho na fotomicrografia da esquerda.
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Anélise da mortalidade e do peso corporal

Durante o periodo experimental de 21 dias os animais foram monitorados
diariamente para avaliacéo de sobrevivéncia (figura 10) e perda de peso (Figura 11). Os
animais néo tolerantes a OVA que receberam injecédo i.p. de OVA+AI(OH); antes da
instilacdo i.n. de sulfato de bleomicina entraram em Obito mais cedo do que os animais
dos outros grupos. Neste grupo (imune BLM), a porcentagem de sobrevivéncia também
foi relativamente menor quando comparados aos demais grupos, apesar de néo

apresentar diferenca estatisticamente significante.

Figura 10: Porcentagem de sobrevivéncia dos animais apds instilacdo i.n de sulfato de bleomicina
(BLM).
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Os dados de sobrevivéncia foram analisados através do teste Log-rank (Mantel-Cox). (n= 6-12).

A avaliacdo do peso foi realizada através da média de peso final, aos 21
dias ap6s a instilacdo de BLM (figura 11) e através da perda de peso analisada em
intervalos de 3 dias (figura 12).

No gréfico da figura 11 pode-se observar que o grupo controle estava com
peso significativamente maior ao final do experimento quando comparado aos demais
grupos. Todos os animais que receberam instilagdo de BLM apresentaram, ao final do
experimento, peso menor do que oS que nao receberam esta droga, e ndo houve

diferenca no peso dos animais dos grupos BLM, imune BLM e tolerante BLM.
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Figura 11: Média final do peso dos animais 21 dias ap6s a instilagéo i.n de sulfato de bleomicina (BLM).
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As barras representam médiatSEM. O (*) indica que houve diferenca significativa entre o grupos
controle e os demais que perderam peso. (n=6-10).

A variacdo do peso durante o periodo experimental, analisada em intervalos
de trés dias, demonstrou que por volta do dia 9 ocorreu o pico de perda de peso
corporal de todos os grupos tratados com BLM. A partir do dia 9, o grupo tolerante

recuperou o peso mais rapido que os demais grupos (figura 12).

Figura 12: Variacao do peso corporal no periodo experimental de 21 dias ap6s a instilacdo i.n de BLM.
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O grafico demonsta que ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos tratados com
BLM. (n=6-10).
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Analise histopatoldgica 21 dias ap0s a instilacdo de sulfato de bleomicina

Aos 21 dias, observou-se inflamacgéo e fibrose mais severa em toda a extensao
dos pulmdes dos animais que receberam instilacdo i.n. de sulfato de bleomicina, porém
no grupo tolerante BLM foi observado uma distribuicdo mais subpleural dessas

alteracdes (Figura 13 ¢, €, ).

Aos 21 dias, os pulmdes dos animais tratados com BLM apresentavam acumulo
de ceélulas, predominantemente mononucleares, perivascular e peribronquiolar. Esse
acumulo foi mais severo comparado com aquele observado com 7 dias e, alem disso, foi
possivel observar muitos fibroblastos ao redor das areas fibréticas (Figura 13 d, f). Em
alguns animais do grupo tolerante BLM a é&rea de fibrose apresentou-se com

faveolamento (Figura 13h) que pode ser fibrose num estagio mais inicial.

A anélise das laminas coradas com Tricroméatico de Gomori mostraram que nao
houve diferenca na fibrose dos grupos tratados com BLM (figura 14). O gréfico da
escala de Ashcroft (2008) desses animais mostra, assim como com 7 dias, que ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos tratados com BLM (figura
14).
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Figura 13: A instilacdo de sulfato de bleomicina alterou a estrutura pulmonar vista aos 21 dias.
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Fotomicrografias de ldaminas de pulméo coradas com H&E mostrando alteracfes causadas pela instilagdo
i.n de sulfato de bleomicina (BLM), 21 dias apo6s instilagdo Nas imagens séo ilustrados os pulmdes dos
grupos controle que ndo recebeu bleomicina (a, b), grupo BLM (c, d), grupo imune BLM (e, f) e grupo
tolerante BLM (g, h). (n=4-5). As imagens da direita sdo fotomicrografias em maior aumento da &rea
destacada pelo retangulo vermelho na fotomicrografia da esquerda.
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Figura 14: A instilacdo de sulfato de bleomicina produziu fibrose pulmonar vista aos 21 dias.
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Fotomicrografias de Iaminas de pulmdo coradas com Tricroméatico de Gomori mostrando a fibrose (verde)
21 dias apos instilagdo i.n de BLM. Nas imagens séo ilustrados os pulmdes dos grupos controle (a e b), ),
BLM (c e d), imune BLM (e e f) e tolerante BLM (g e h).Em (i) esta ilustrado o grafico representativo da
escala de Aschroft (2008), (b) ha um exemplo de grau 3, em (d, f e h) grauu 6. (n=4-5). As imagens da

direita sdo fotomicrografias em maior aumento da &rea destacada pelo retdngulo vermelho na
fotomicrografia da esquerda.



45

6 DISCUSSAO

LesGes em diferentes 6rgdos de mamiferos adultos sdo normalmente reparadas
com substituicdo dos componentes do estroma e parénquima por matriz extracelular,
resultando em fibrose e perda de funcdo do 6rgao (RAZZAQUE; TAGUCHI, 2003).

Uma vez que a fibrose é um problema médico de grande importancia e existem
pOoUCOS recursos para o seu tratamento, os estudos em modelos experimentais tornam-se
necessarios para uma melhor compreensdo das patologias e proposicdo de alternativas
de prevencao e/ou tratamento.

A fibrose pulmonar pode ter diferentes causas, como exposi¢cdes ambientais e a
certos tipos de poeira, além de existir a fibrose pulmonar idiopatica que ndo possui
origem conhecida. Ademais, a fibrose pulmonar também pode estar relacionada ao
tratamento de cancer com sulfato de bleomicina (KEKEVIAN, GERSHWIN e
CHANG, 2014 ; RANG et al. , 2007). Alguns estudos em modelos experimentais de
fibrose pulmonar com o uso de sulfato de bleomicina sugerem que a inflamacao esta
relacionada com a sua patogénese (IZBICKI et al. , 2002; CHAUDHARY, SCHNAPP;
PARK, 2006).

Em trabalhos anteriores, nosso grupo de pesquisa mostrou que a injecéo
parenteral de proteinas toleradas em adjuvantes inibe a inflamacéo e blogueia a fibrose
em diferentes modelos experimentais (RODRIGUES et al. , 2006 ; RAMOS et al. ,
2008; RAMOS et al. , 2012).

O presente trabalho mostrou que a injecdo parenteral de uma proteina tolerada
em adjuvante inibe a inflamacdo mas ndo bloqueia a fibrose pulmonar induzida por
sulfato de bleomicina.

Existem diferentes formas de inducdo de tolerancia oral a ovalbumina e, neste
trabalho, utilizamos a exposi¢do continua a uma solucdo de clara de ovo diluida em
agua, por trés dias consecutivos. Esta é umas das formas mais efetivas de inducdo de
tolerancia a ovalbumina em camundongos (OLIVEIRA et al. , 2015). De fato, o
tratamento oral com solucdo contendo ovalbumina resultou em tolerancia oral, atestada
pela comparagdo entre os niveis séricos de anticorpos anti-Ova nos grupos imunizados
com OVA+AI(OH); e pré-tratados ou ndo com OVA.

A taxa de sobrevivéncia e perda de peso sdo parametros bastante utilizados no
estudo de drogas e/ou tratamentos para fibrose pulmonar em modelos animais utilizando
sulfato de bleomicina (MURAKAMI et al. , 2014; ARIZMENDI et al. , 2014 ; LIU et
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al. , 2013). No nosso trabalho a média de perda de peso e a sobrevivéncia foram
condizentes com os dados da literatura, ocorrendo reducédo de peso e da taxa de
sobrevivéncia em todos os grupos tratados com sulfato de bleomicina. Porém no grupo
tolerante, apesar de ndo demonstrar uma diferenca estatisticamente significante com
relacdo aos demais grupos tratados com sulfato de bleomicina, foi possivel observar que
estes recuperaram peso mais precocemente.

Silva e colaboradores (2008), testaram se a injecdo de uma proteina tolerada
poderia bloquear uma reacdo do enxerto-versus-hospedeiro, que produz uma inflamacao
sistémica desencadeada pela reacdo de linfécitos alogénicos transplantados para um
hospedeiro que néo pode rejeita-los.

A reacdo aguda do enxerto-versus-hospedeiro afeta varios érgdos e a avaliacao
de perda de peso e mortalidade também sdo critérios usados para avaliacdo do grau
desta patologia. Os resultados quanto a esses parametros - mortalidade e peso — do
trabalno com o modelo de reacdo do enxerto-versus-hospedeiro, a injecdo de uma
proteina tolerada em um grupo de animais, produziu um aumento na sobrevida dos
animais tolerantes, porém assim como no nosso modelo, ndo houve diferenca
estatisticamente significante (SILVA, 2008).

A anédlise da inflamacdo pulmonar, no modelo experimental utilizado neste
trabalho, é geralmente realizada através de contagem global e diferencial de leucécitos
no lavado broncoalveolar e anélise histologica do pulmao decorridos 7 dias da instilacdo
de sulfato de bleomicina. Varios estudos publicados mostram que nos animais tratados
com sulfato de bleomicina o nimero total de células inflamatérias (leucécitos) e, dentre
estes, 0 nimero de macrdfagos, neutrofilos, e linfécitos estdo aumentados no lavado
broncoalveolar, quando comparados aos animais controle (SAITO et al. , 2008;
MURAKAMI et al. , 2014).

A contagem de células inflamat6rias no nosso estudo demonstrou resultados
similares aos da literatura, sendo que o numero de células total foi significativamente
maior nos animais do grupo BLM, que recebeu apenas sulfato de bleomicina, quando
comparado aos demais grupos. No entanto, animais dos grupos imune BLM e tolerante
BLM tiveram namero de leucdcitos total similares ao grupo controle.

O mesmo resultado foi visto na contagem diferencial, onde o ndmero de
macrofagos, neutrdfilos e linfocitos foi maior nos animais do grupo BLM quando
comparados aos demais. Nao houve diferenca entre os animais dos grupos controle,

imune BLM e tolerante BLM. Portanto, a injecéo i.p de OVA+AI(OH)3;, seja em
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animais tolerantes ou ndo tolerantes a OVA, bloqueou o aumento de leucocitos no
lavado brocoalveolar produzida pela instilacdo de sulfato de bleomicina. Estes
resultados em que a injecdo de OVA em animais ndo tolerantes a OVA bloqueia o
aumento de leucocitos no lavado broncoalveolar foi inesperado.

Em outros modelos de inflamacéo pulmonar, modelos de asma e de granulomas
por ovos de S. mansoni, apenas a inje¢do de proteinas toleradas em animais tolerantes
bloqueou a inflamagdo. Assim, pode-se sugerir que a inflamag&o pulmonar produzida
por bleomicina ocorre por mecanismos diferentes daqueles que ocorrem na inflamacao
alérgica pulmonar e na formacdo dos granulomas por ovos de S. mansoni injetados por
via endovenosa (RUSSO et al. , 2001; AZEVEDO JUNIOR et al. , 2012).

Mais estudos sdo necessarios para verificar estas diferencas uma vez que os
mecanismos celulares que subjazem os eventos inflamatorios que foram blogueados
pela toleréncia oral podem ser bastante diversos, quanto a quantidade/qualidade de
celulas inflamatdrias que é bloqueada.

Em outros modelos de inflamagdo, como a peritonite causada por imunizacgao
i.p. com OVA, também foi demonstrado que a apenas a injecdo do antigeno tolerado
inibe a inflamacdo e que isto pode ocorrer devido a interferéncia com a producdo dos
leucdcitos na medula dssea, com a liberacdo para o sangue e com a migragdo para 0s
tecidos periféricos (RAMOS et al. , 2008).

No modelo de peritonite induzido por OVA, a tolerancia oral bloqueou o
aumento do numero total de leucécitos no fluido peritoneal, devido ao blogueio do
aumento de eosindéfilos, mas ndo foi capaz de bloquear o numero de neutrofilos e
linfocitos, e blogueou também a eosinofilia na medula 6ssea (RODRIGUES et al. ,
2006).

Neste, apesar de animais imunes e tolerantes ndo possuirem diferenca quanto ao
namero de linfocitos, a analise fenotipica dessas células demonstrou que nos animais
tolerantes uma reducdo significante na porcentagem de células CD3+ e CD8+ e um
aumento nos linfocitos CD45R+ (RODRIGUES et al. , 2006).

Portanto, nosso trabalho com inflamagdo pulmonar induzida por sulfato de
bleomicina condiz com os de Rodrigues et al. (2006) no que diz respeito ao fato de a
tolerancia ndo bloquear o numero de neutrofilo e linfocito. Entdo, podem também estar
ocorrendo diferencas no fenodtipo dos leucocitos, bem como diferencas nos fatores

inflamatdrios produzidos pelas células no nosso modelo entre animais imunes e
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tolerantes, diferencas que ndo sdo vistas apenas com a analise morfologica dos
leucdcitos.

No granuloma causado pela deposi¢cdo de ovos de Schistosoma mansoni no
pulmédo, os efeitos indiretos da tolerancia oral, produzidos pela injecdo da proteina
tolerada, foram capazes de reduzir a area do granuloma formado. Foi demonstrado que
o influxo de células diminuido foi acompanhado pela reducdo da expressdo da molécula
de adesdo ICAM-1. Apesar da reducdo no tamanho, foi visto que a composicao celular
dos granulomas em animais tolerantes foi similar aos demais grupos (CARVALHO et
al. , 2002 ; AZEVEDO JUNIOR et al. , 2012). Entdo, seria interessante também
comparar as moléculas de adesdo no pulmédo de animais tolerantes e controle ap6s a
instilagdo com sulfato de bleomicina.

Tobagus, Thomas e Holt (2004) mostraram que o adjuvante é necessario para
desencadear os mecanismos de tolerancia oral e que o tipo de adjuvante usado na hora
do desafio interfere em aspectos qualitativos desses mecanismos. Os autores mostraram
que o adjuvante CFA induziu inibicdo significante de 19G2a, IL-2, e respostas de IFN-y,
enguanto que respostas IL-5 foram aumentadas. Em contraste, o desafio em hidrédxido
de aluminio AI(OH)3 resultou numa significante inibicdo de 1Gg1, IgE, IL-2, e respostas
IL-5, enquanto respostas de IFN- y foram aumentadas.

Apesar de ndo existir uma clara explicacdo para a patogénese da fibrose
pulmonar induzida por sulfato de bleomicina, no nosso trabalho, a imunizacdo com
OVA+AI(OH); foi suficiente para bloquear o aumento de leucdcitos total e diferencial
no pulmé&o dos animais instilados com sulfato de bleomicina. Se a inibi¢do das citocinas
e imunoglobulinas vistas por Tobagus, Thomas e Holt (2004) podem influenciar nas
reacOes desencadeadas por sulfato de bleomicina, sdo necessarios mais estudos.

Apesar da diferenca do influxo de células inflamatorias vista no lavado
broncoalveolar, a andlise fibrética dos pulmdes com 7 e 21 dias apds a instilagdo com
sulfato de bleomicina ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante entre os
animais tratados com a droga. Assim, acredita-se que pode ter acontecido uma reducéo
na migracdo de células inflamatorias para o pulmédo na primeira fase da doenca
pulmonar neste modelo experimental, o que é apoiado pela reducdo de células no
lavado, mas a reducédo da inflamacé&o néo interferiu no estabelecimento da fibrose.

Os mecanismos patologicos da fibrose pulmonar idiopatica e fibrose produzida

por sulfato de bleomicina ainda n&o estdo totalmente claros. O papel da inflamagéo na
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doenca vem sendo questionado desde que foi visto que terapias imunossupressivas/anti-
inflamatdrias ndo diminuiram a fibrose (DATTA , SCOTTON e CHAMBERS, 2011).

Em estudos recentes de fibrose pulmonar por sulfato de bleomicina, as lesdes
nas células epitelias pulmonares e as transformacdes epitélio-mesenquimais nestas
células tém sido consideradas como os fatores mais importantes para a ocorréncia da
fibrose (KARO-ATA et al. , 2016).

Collard et al (2004) estudaram o efeito do tratamento combinado de
corticosteroide e ciclofosfamida em 164 pacientes com fibrose pulmonar idiopatica e
mostraram que a terapia usada ndo teve nenhum impacto na sobrevivéncia dos
pacientes. Os autores sugeriram que esse achado apoia a teoria que a inflamacao crénica
desempenha um papel minimo na progressao da fibrose intersticial pulmonar.

Como os efeitos indiretos da tolerancia oral agem principalmente na inflamacéo,
nosso trabalho é mais um indicio de que a fibrose produzida por sulfato de bleomicina
ndo é inflamacdo-dependente, ja que neste modelo houve uma reducdo das células no
lavado broncoalveolar, porém ndo houve alteracdo na fibrose segundo a escala de
Ascroft.

A deposicdo de coldgeno num modelo de ferida incisional foi alterada pelo
efeito indireto da tolerancia oral. Neste modelo foi visto redugdo na &rea da ferida com
padrdo de deposicdo da matriz extracelular similar ao da pele intacta. O nimero de
miofibroblastos foi diminuido, mas a intensidade de fluorescéncia para colagenos I e Il
na area da ferida foi maior nos animais tolerantes ndo diferindo da pele intacta (COSTA
etal., 2011).

Quando analisada a fibrose causada por infarto do miocérdio induzida por
isoproterenol em um modelo animal, foi visto que os animais tolerantes a componentes
cardiacos tiveram resposta fibrética reduzida com menor deposicdo de colageno
(RAMOS et al. , 2012).

Assim pode-se dizer que os efeitos indiretos da tolerancia oral sdo capazes de
bloquear certas reacOes inflamatdrias e, as vezes, as consequéncias destas. Para auxiliar
0 entendimento de como esse bloqueio ocorre é necessario que os modelos de
inflamacéo estudados sejam muito bem caracterizados. Assim, sabendo-se o que causa a
inflamacdo ou quais vias levam a esta, pode-se tentar desvendar onde atua o efeito

indireto para que ela seja bloqueada. Além disto, se a inflamacdo for um componente
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importante do mecanismo da fibrose pode-se sugerir que os efeitos indiretos da

tolerancia oral serdo capazes de bloquea-Ila.
7 CONCLUSAO

- A imunizacdo parenteral com OVA+AI (OH)s, independente de o animal ter
ingerido OVA anteriormente, foi capaz de reduzir a quantidade de leucdcitos total, bem
como de macrofagos, neutrofilos e linfocitos no lavado broncoalveolar, produzido por

sulfato de bleomicina.

- O bloqueio da inflamacéo induzida por sulfato de bleomicina no pulméo nédo
alterou a fibrose encontrada posteriormente neste 6rgdo. Assim nossos resultados
reforcam a linha de estudos sobre a patogénese da fibrose pulmonar que afirma que a

inflamag&o ndo é essencial ou ndo influencia na fibrose por sulfato de bleomicina.

- O modelo de fibrose pulmonar induzida por sulfato de bleomicina ndo € um
bom modelo para estudar os mecanismos que envolvem os efeitos indiretos da
tolerancia oral porque ndo ha uma distingdo clara entre animais tolerantes e néo

tolerantes.
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