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Resumo

Objetivo: Avaliar a influéncia do biofarmaco DNA-hsp65 em um modelo de disturbio fibrosante pulmonar experimental. Métodos: Foram
estudados 120 camundongos machos C57BL/6, divididos em quatro grupos: grupo SS, animais tratados com salina (placebo) e injetados
com salina intratraqueal (IT); grupo SB, tratados com salina (placebo) e injetados com bleomicina 1T; grupo PB, tratados com plasmideo,
sem gene bacteriano, e injetados com bleomicina IT; e grupo BB, tratados com DNA-hsp65 e injetados com bleomicina IT. A bleomicina foi
injetada 15 dias apos a ultima imunizacdo, e os animais sacrificados seis semanas ap6s o uso da droga 1T. O pulmio esquerdo retirado foi
utilizado para analise morfologica, e o pulméo direito para dosagens de hidroxiprolina. Resultados: A propor¢ido de camundongos que apre-
sentaram morte nio-programada depois de 48 h da inje¢do 1T foi maior no grupo SB em comparacgdo ao grupo SS (57,7% vs. 11,1%). A area
percentual média de intersticio septal foi maior nos grupos SB e PB (53,1 + 8,6% e 53,6 + 9,3%, respectivamente) em comparacio aos grupos
SS e BB (32,9 £ 2,7% e 34,3 + 6,1%, respectivamente). Os grupos SB, PB e BB mostraram aumentos nos valores médios da drea de intersticio
septal corada por picrosirius em comparacio ao grupo SS (SS: 2,0 + 1,4%; SB: 8,2 + 4,9%; PB: 7,2 £ 4,2%; e BB: 6,6 + 4,1%). O conteudo
pulmonar de hidroxiprolina no grupo SS foi inferior ao dos demais grupos (SS: 104,9 £+ 20,9 pg/pulmio; SB: 160,4 *+ 47,8 pg/pulmio;
PB: 170,0 + 72,0 pg/pulmio; e BB: 162,5 + 39,7 pg/pulmio). Conclusdes: A imunizagiio com o biofarmaco DNA-hsp65 interferiu na depo-
sicdo de matriz ndo-coldgena em um modelo de lesdo pulmonar induzida por bleomicina.

Descritores: Fibrose pulmonar; Bleomicina; Colageno.

Abstract

Objective: To evaluate the effects of immunization with a DNA-hsp65 vaccine in an experimental model of pulmonary fibrosis. Methods: A
total of 120 male C57BL/6 mice were distributed into four groups: SS, injected with saline (placebo) and then receiving intratracheal
(IT) instillation of saline; SB, injected with saline (placebo) and then receiving 1T instillation of bleomycin; PB, treated with plasmid only,
without bacterial genome, and then receiving IT instillation of bleomycin; and BB, treated with the vaccine and then receiving 1T instillation
of bleomycin. Bleomycin was instilled 15 days after the last immunization, and the animals were killed six weeks thereafter. The left and
right Tungs were removed, the former for morphological analysis and the latter for hydroxyproline measurements. Results: The proportion
of deaths within the first 48 h after the 1T instillation (deaths attributed to the surgical procedure) was higher in the SB group than in
the SS group (57.7% vs. 11.19%). The mean area of pulmonary interstitial septa was greater in the SB and PB groups (53.1 % 8.6% and
53.6 £ 9.3%, respectively) than in the SS and BB groups (32.9 £ 2.7% and 34.3 + 6.1%, respectively). The mean area of interstitial septa
stained by picrosirius was greater in the SB, PB and BB groups than in the SS group (8.2 + 4.9%, 7.2 £ 4.2% and 6.6 + 4.1%, respectively,
vs. 2.0 £ 1.4%). The total hydroxyproline content in the lung was significantly lower in the SS group (104.9 £+ 20.9 pg/lung) than in the
other groups (SB: 160.4 * 47.8 pg/lung; PB: 170.0 + 72.0 pg/lung; and BB: 162.5 + 39.7 pg/lung). Conclusions: Immunization with the
DNA-hsp65 vaccine reduced the deposition of noncollagen matrix in a model of bleomycin-induced lung lesion.
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Introducao

As doencas intersticiais pulmonares constituem
um grupo heterogéneo de moléstias nas quais
podem ser observados graus variados de inflamacéo
e fibrose. A fibrose pulmonar idiopatica (FP1) é um
tipo distinto de pneumonia intersticial fibrosante
cronica, progressiva, com desfecho habitualmente
fatal.? Ela constitui o paradigma das doengas
intersticiais pulmonares, tanto pela freqiiéncia,
quanto pela gravidade. Nos dias atuais, ndo existem
opcdes terapéuticas realmente eficazes contra esse
mal.??)

Entre os diversos fatores que podem influenciar
o processo de cicatrizacdo e o grau de fibrose final
estd o tipo de resposta imuno-inflamatoria envol-
vida. Dentre outros, alguns estudos apontam paraum
papel importante dos linfocitos T no processo fisio-
patoldgico da FPL.*9 Admite-se ainda que respostas
envolvendo 7 Aelper 2 (Th2, linfocitos T auxiliares
de tipo 2) predominam no intersticio de pacientes
com essa doenca.®” Nas lesdes pulmonares dessa
moléstia existem mastdcitos, eosinofilos, e quanti-
dades aumentadas de interleucina (IL)-4 e 1L-13. O
achado de reducdo da expressdo da citocina Thi,
interferon-gama (IFN-v), a qual pode ativar meca-
nismos celulares de remocdo de antigenos celulares
e restauracdo de tecido sadio, pode ter implicacoes
no estabelecimento de lesdes fibroticas pulmonares.
Um estudo realizado em biopsias pulmonares de
10 pacientes com FPI caracterizou os tipos de infil-
trados celulares presentes por meio de técnicas de
imunohistoquimica.® A maioria das células mono-
nucleares que infiltravam o tecido (> 50%) foram
coradas para 1L-4 e IL-5, enquanto a minoria
(< 7%), para TFN-y. Acumulam-se também evidén-
cias de que macréfagos de pacientes portadores de
doencas fibrosantes pulmonares exibam expressiao
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aumentada dos genes da 1L-10 e 1L-13, citocinas
igualmente relacionadas com respostas inflamato-
rias do tipo Th2.%'9 Esse conjunto de observagdes
sugere que o predominio de uma resposta imuno-
inflamatéria do tipo Th2 em prejuizo de respostas
do tipo Th1 possa contribuir para o desenvolvi-
mento de doencas pulmonares fibrosantes.

Recentemente um biofarmaco baseado na
tecnologia do DNA recombinante, que utiliza
como antigeno a 65-kDa heat shock protein
(hsp65; proteina de choque térmico de 65 kDa do
Mycobacterium Jeprae), foi desenvolvido em nosso
meio e vem mostrando resultados promissores tanto
na prevencdo como no tratamento da tubercu-
lose em roedores.""" Os estudos mostraram que
animais infectados com o bacilo da tuberculose,
quando expostos a este antigeno, foram capazes
de alterar sua resposta imunoldgica inicial promo-
vendo a expressdo de citocinas do tipo Th1, com
conseqliente aumento de 1FN-y e diminuicdo de
unidades formadoras de coldnias bacterianas. Em
funcio desses achados, levantamos a hipotese de
que a imunizacdo de animais com o biofarmaco
DNA-hsp65 pudesse promover protecdo contra
alteracdes inflamatdrias e fibrosantes induzidas
pela injecio de bleomicina intratraqueal (IT) em
camundongos.

Métodos

Foram estudados 120 camundongos C57BL/6,
machos, com idade entre oito e dez semanas,
livres de germes especificos. Durante todo o expe-
rimento os animais foram mantidos em estante
ventilada, em instalacdes apropriadas para manu-
tencdo de roedores livres de germes no Biotério do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo

Tabela 1 - Numero de animais e proporcdo de 6bitos ndo-programados nos grupos de animais estudados.

Grupo Numero Mortalidade precoce, Numero de animais Mortalidade tardia,
inicial n (%) com sobrevida > 48 h n (%)
SS 26 8 (30,8) 18 2 (11,1)
SB 32 6(18,8) 26 15 (57,7)*
PB 30 6 (20,0) 24 11 (45,8)
BB 32 9 (28,0) 23 6 (26,1)

SS: animais tratados com salina (placebo) e injetados com salina intratraqueal (IT); SB: animais tratados com salina (placebo) e
injetados com bleomicina 1T; PB: animais imunizados com o biofarmaco DNA-hsp65 sem gene bacteriano—apenas o plasmideo—e
injetados com bleomicina 1T; e BB: animais imunizados com vacina DNA-hsp65 e injetados com bleomicina 1T. *p < 0,05 em

comparacdo ao grupo SS pelo teste exato de Fisher.
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Paulo (FMRP-USP). O presente projeto foi aprovado
pela Comissio de Etica em Experimentacio Animal
da FMRP-USP.
Os camundongos foram distribuidos de maneira
aleatdria em quatro grupos:
1) Grupo SS: animais tratados com salina
(placebo) e injetados com salina 1T

2) Grupo SB: animais tratados com salina
(placebo) e injetados com bleomicina 1T

3) Grupo PB: animais imunizados com o biofar-
maco DNA-hsp65 sem gene bacteriano
(apenas o plasmideo) e injetados com bleo-
micina 1T

4) Grupo BB: animais imunizados com vacina

DNA-hsp65 e injetados com bleomicina 1T

O biofarmaco DNA-hsp65 foi desenvolvido
mediante a clonagem de um fragmento de DNA do
gene que codifica a hsp65 de M. /epraecem plasmideo
pcDNA3, conforme previamente descrito.'” Os
animais foram imunizados com inje¢des no musculo
quadriceps, na dose de 100 pg e volume de 50 pl
por dose. Volumes correspondentes de plasmideo
apenas ou solucdo salina foram administrados nos
grupos controle. O esquema de imunizagcdo compre-
endeu quatro doses efetuadas com intervalos de
duas semanas entre cada uma.

Para o desenvolvimento de lesdo pulmonar foi
administrado sulfato de bleomicina (Blenoxane®,
Bristol Myers-Squibb, Sdo Paulo, Brasil) por via 1T
na dose de 0,15 U para cada 30 g de peso, duas
semanas apos a ultima dose de biofarmaco, plas-
mideo ou salina. Nessa ocasido, 0s animais eram
inicialmente anestesiados com tribromoetanol a
2,5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por via
intraperitoneal na dose de 1 mL para cada 100 g
de peso. Em seguida eram imobilizados em prancha
de madeira com fita adesiva, em decubito dorsal e
cabeca hiperestendida. Era feita entdo uma incisdo
cervical mediana, de 1 a 1,5 cm, com divulsdo das
estruturas e exposicdo da traquéia. Empregando-se
uma seringa decimal e uma agulha hipodérmica
fina, as doses correspondentes de bleomicina diluida
em agua destilada eram aspiradas e o volume final
completado até 0,1 mL, visando promover melhor
distribuicdo da solugdo nas vias aéreas. Volumes
correspondentes de solucdo salina foram injetados
de maneira semelhante nos grupos controle. Ao
término da injecdo, a incisdo cervical era suturada
com pontos de fio de algoddo fino.

893

Os animais foram sacrificados apos seis semanas
das injecoes 1T. Para tanto, os camundongos eram
inicialmente anestesiados com tribromoetanol a
2,5% via intraperitoneal e realizada uma incisdo
cervical. Apds exposicdo, a traquéia era seccionada e
nela introduzida um cateter de plastico de pequeno
didmetro. Com o animal ainda vivo e respirando
espontaneamente era efetuada uma incisdo abdo-
minal e a aorta descendente seccionada. Apos o
sacrificio do camundongo por exsangiiinacdo, o
torax era aberto, o bloco cardiopulmonar removido
e dissecado. Empregando-se um fio de algodao fino,
o bronquio principal direito era ligado e seccionado.
0 pulmao direito liberado era pesado e conservado a
-70 °C em freezer até o momento da realizacdo de
estudos bioquimicos. Pelo cateter plastico fino era
infundida formalina a 10% tamponada, sob uma
pressdo de 20 cmH,0. A extremidade da traquéia
era entdo ligada com fio de algoddo, o tubo plas-
tico retirado, e o pulméo expandido com formalina
mergulhado em recipiente contendo o mesmo agente
fixador. Os pulmdes esquerdos foram mantidos em
formalina até o momento da realizacio dos estudos
histoldgicos.
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Figura 1 - Valores percentuais correspondentes a drea
de intersticio septal corada por hematoxilina e eosina
nos diferentes grupos: SS, animais tratados com salina
(placebo) e injetados com salina intratraqueal (IT); SB,
animais tratados com salina (placebo) e injetados com
bleomicina 1T; PB, animais imunizados com o biofarmaco
DNA-hsp65 sem gene bacteriano—apenas o plasmideo—e
injetados com bleomicina 1T; e BB, animais imunizados
com vacina DNA-hsp65 e injetados com bleomicina 1T.
*p < 0,05 por andlise de variancia e pos-teste de Student-
Newman-Keuls.
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Os exames histoldgicos foram realizados em
cortes sagitais de pulmdes esquerdos apos processa-
mento habitual. Os pulmées fixados foram corados
pela técnica da hematoxilina e eosina (H&E) e
picrosirius.'® As laminas coradas por H&E foram
analisadas morfometricamente por patologista
pulmonar especializado quanto as altera¢des histo-
logicas de intersticio septal, as quais foram expressas
em porcentagem de area total do campo. Em cada
lamina foram avaliados 10 campos, escolhidos alea-
toriamente para cada regido pulmonar, em grande
aumento (400x). Um valor unico da espessura do
septo alveolar foi estabelecido para cada pulmio,
pelo célculo da média dos valores encontrados nos
10 campos. Esse numero reflete o grau do colapso
alveolar e do processo reparativo estabelecido, os
maiores valores indicando dano pulmonar mais
pronunciado.

Para andlise morfométrica do colageno,
utilizou-se a técnica do picrosirius que cora especi-
ficamente o coldgeno, empregando-se um sistema
digital de anadlise de imagens (Leica Qwin; Leitz,
Wetzlar, Alemanha) acoplado a um microscopio
optico (Leica DMR; Leitz) e a um computador
pessoal. A drea ocupada pelas fibras foi determi-
nada por reconhecimento densitométrico digital e
expressa em porcentagem de drea total do campo.

O conteudo de hidroxiprolina pulmonar foi
medido empregando-se os pulmdes direitos na sua
totalidade, pelo método colorimétrico de Rodjkind
& Gonzales, modificado por Frankel et al.'” Os
resultados foram expressos como a quantidade total
de hidroxiprolina por pulméo.

Os resultados obtidos estdo expressos na forma
de médias e desvios-padrdo. Do ponto de vista
visual, os resultados estdo mostrados como graficos
do tipo box plot. A andlise das taxas de obitos nio
programados foi feita em dois tempos, a “mortali-
dade precoce”, que aconteceu antes de completadas
48 h das injecdes IT, e a “mortalidade tardia”, que
ocorreu além desse momento. Essa distincdo foi
feita no intuito de separar obitos relacionados
com o procedimento cirurgico propriamente dito
daqueles relacionados com o estabelecimento da
lesdo pulmonar por agressdo quimica. As compa-
racdes das taxas de mortalidade entre os grupos
foram feitas empregando-se o teste exato de Fisher
pareado, e os valores de p foram submetidos a corre-
cdes de Bonferroni para comparacdes multiplas. As
comparacdes das varidveis referentes a morfome-
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tria e conteudo de hidroxiprolina pulmonar foram
realizadas pela andlise de variancia de uma via,
completada pelo pos-teste de Student-Newman-
Keuls, quando indicado. O programa GraphPad
InStat (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EUA)
foi empregado para esses calculos. Em todas as
comparacdes foi estabelecido um nivel de signifi-
cancia de 5% para rejeicdo da hipdtese de nulidade
(p < 0,05).

Resultados

0 numero de animais designados para cada
grupo e suas taxas de mortalidade precoce e tardia
estdo listados na Tabela 1. Ainda que o percen-
tual de obitos precoces ndo tenha diferido entre os
grupos, a mortalidade tardia do Grupo SB foi signi-
ficantemente superior a do grupo SS. Ainda que o
percentual de obitos tardios do Grupo BB tenha
sido inferior ao dos Grupos SB e PB, a diferenca nio
atingiu significancia estatistica.

0 valor médio percentual de matriz intersticial
septal corada por H&E do grupo BB foi significan-

25— .
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Figura 2 - Valores percentuais correspondentes a drea
de intersticio septal corada por picrosirius nos diferentes
grupos: SS, animais tratados com salina (placebo) e
injetados com salina intratraqueal (IT); SB, animais
tratados com salina (placebo) e injetados com bleomicina
1T; PB, animais imunizados com o biofarmaco DNA-hsp65
sem gene bacteriano—apenas o plasmideo—e injetados
com bleomicina IT; e BB, animais imunizados com vacina
DNA-hsp65 e injetados com bleomicina IT. *p < 0,05 por
andlise de varidncia e pos-teste de Student-Newman-
Keuls.
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temente menor do que o dos Grupos SB e PB e de
valor comparéavel ao do Grupo SS (SS: 32,9 + 2,7%;
SB: 53,1 % 8,6%; PB: 53,6 + 9,3%; BB: 34,3 + 6,10;
Figura 1). Os valores do percentual da matriz
intersticial septal corada pelo picrosirius foram
significantemente menores no Grupo SS em compa-
ragdo aos demais grupos estudados (SS: 2,0 + 1,4%;
SB: 8,2 + 4,9%; PB: 7,2 + 4,2%; BB: 6,6 + 4,100;
Figura 2).

O conteudo total de hidroxiprolina pulmonar
para os grupos estudados foi significantemente
menor no Grupo SS em relagdo aos demais grupos
estudados (SS: 104,9 + 20,9 pg/pulmio; SB: 160,4 +
47,8 pg/pulmio; PB: 170,0 + 72,0 pg/pulmio; BB:
162,5 + 39,7 pg/pulmio; Figura 3). A Figura 4
ilustra aspectos histoldgicos dos grupos estudados.
Nessas imagens estdo claras as lesdes histologicas
induzidas pela bleomicina e algum grau de atenu-
acdo dessas alteracdes no pulmio do grupo BB
corado por H&E.

Discussio

Um numero expressivo de processos ndo-in-
fecciosos e ndo-neopldsicos cursa com progressiva
infiltracdo inflamatoria e fibrética dos pulmdes e
distorcdo do parénquima. Tais processos freqiien-
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Figura 3 - Conteudo pulmonar total de hidroxiprolina
nos diferentes grupos: SS, animais tratados com salina
(placebo) e injetados com salina intratraqueal (IT); SB,
animais tratados com salina (placebo) e injetados com
bleomicina 1T; PB, animais imunizados com o biofarmaco
DNA-hsp65 sem gene bacteriano—apenas o plasmideo—e
injetados com bleomicina 1T; e BB, animais imunizados
com vacina DNA-hsp65 e injetados com bleomicina 1T.
*p < 0,05 por andlise de variancia e pos-teste de Student-
Newman-Keuls.
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temente estdo associados a quadros de gravidade
clinica e mau progndstico. Ainda que corticos-
terdides e imunossupressores sejam efetivos em
muitas situagdes, o seu uso freqlientemente esta
associado a efeitos colaterais indesejaveis e mesmo
a riscos de Obito. Além disso, a FPl constitui-se
atualmente em desafio terapéutico particular. Para
muitos autores, ndo ha nenhum tratamento clinico
comprovadamente efetivo contra esse mal.'® Esses
fatos justificam o grande volume de investigagoes
experimentais e clinicas envolvendo potenciais
agentes terapéuticos para essas doengas. Entretanto,
as abordagens tradicionais do problema habitual-
mente envolvem o uso de agentes farmacologicos
com acoes localizadas em apenas um ou em alguns
poucos pontos considerados potencialmente impor-
tantes dentro do processo mdrbido. Um exemplo
disso sdo as investigagdes feitas com agentes antio-
xidantes diversos.(>20

0 biofarmaco DNA-hsp65 foi inicialmente desen-
volvido com a finalidade de promover protecio
contra infecgdes pelo M. tuberculosis. Entretanto,
acumulam-se evidéncias de que o produto, além
de proteger os animais contra a infecg¢do tubercu-
losa, pode atuar inclusive como agente terapéutico
quando da doenca ja instalada. O produto foi obtido
a partir da clonagem do gene que codifica a hsp65
em plasmideos. Para tanto, foram empregados plas-
mideos que expressam o promotor do gene precoce
imediato do citomegalovirus ou outro originario da
hidroximetilglutaril-coenzima-A redutase murina,
com resultados semelhantes.!'

Diversos estudos mostraram que o biofarmaco
DNA-hsp65 ¢ um agente imunomodulador e potente
estimulante da resposta imune de cunho celular com
eficacia superior inclusive a do bacilo de Calmette-
Guérin."-1>21.22 A sua administracio intramuscular,
seguida pela infeccdo com M. tuberculosis, leva a
elevacdo do numero das células T reativas contra a
hsp65. Esse aumento ocorre a custa tanto de células
CD4*/CD8" como também de células CD4-/CD8*. A
imunizacdo com o biofarmaco leva ainda a aumento
das células T esplénicas que expressam o fendtipo
CD44-/7;, um marcador associado a respostas do
tipo Th1. As células reativas contra hsp65 prove-
nientes de animais imunizados produzem niveis
elevados de IFN-y independentemente do seu
fenotipo. Por outro lado, os linfocitos de animais
ndo vacinados respondem in vitro aos estimulos
com hsp65, produzindo predominantemente 1L-4.
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ares representativos de animais dos grupos estudados.
a) e b): grupo SS, sem alteraces significativas. ¢) e d): grupo SB, area compacta com infiltrado inflamatdrio misto
(linfomonocitario e neutrofilico) e deposicio de coldgeno. e) e f): grupo PB, presenca de areas de reparacio tecidual,
a maioria centrada no eixo bronquico principal, com extensdo ao parénquima adjacente e caracterizadas por infiltrado
misto e formacéo de colageno. g) e h): grupo BB: lesdes restritas ao eixo pulmonar caracterizadas por colapso alveolar,
infiltrado linfoplasmocitario e reparacdo tecidual jovem. Coloragdes: a), c), e), f): hematoxilina e eosina; b), d), g),
h): picrosirius. Aumento de todas as fotomicrografias: 50x. SS: animais tratados com salina (placebo) e injetados
com salina intratraqueal (1T); SB: animais tratados com salina (placebo) e injetados com bleomicina 1T; PB: animais
imunizados com o biofarmaco DNA-hsp65 sem gene bacteriano—apenas o plasmideo—e injetados com bleomicina 1T;
e BB: animais imunizados com vacina DNA-hsp65 e injetados com bleomicina 1T.
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A administracdo do biofarmaco oito semanas apos
a inoculacdo de bacilos da tuberculose, além de
cursar com reducido do numero de germes ao nivel
tecidual, leva também a alteragdes imunoldgicas
semelhantes, ou seja, desvio de uma resposta imune
Th2 para um padrédo Th1. Vale salientar que animais
nio infectados pelo bacilo da tuberculose e tratados
apenas com o produto também mostram elevacdo
significante do numero de linfécitos expressando
IFN-y em comparacdo a animais controle ndo-
vacinados.®",

Esses achados incentivaram a aplicacdo do novo
agente em condicdes clinicas nas quais o aumento
da resposta imunocelular poderia ser benéfico. Nesse
contexto, em um estudo piloto, a aplicacdo intratu-
moral do biofarmaco DNA-hsp65 em pacientes com
carcinoma de cabeca e pescoco em fase avancada
foi bem tolerada e associada a reducdo do volume
tumoral em alguns casos.*?

Como ja comentado, estudos realizados princi-
palmente com material de biopsias pulmonares e
lavados broncoalveolares obtidos de pacientes com
FP1 sugerem que a secrecdo excessiva de diversas
citocinas classificadas como Th2 pode contribuir
para a génese da doenca. Por outro lado, dados
experimentais demonstraram que a administracdo
da citocina Th1 1FN-y pode ter efeito protetor
contra a instalacdo de processos fibroticos pulmo-
nares, ainda que estudos envolvendo o uso dessa
substancia em humanos com FPI tenham sido desa-
pontadores.?+29

Dentro desse contexto, desenvolvemos o
presente estudo, fundamentados na hipotese de que
a estimulagdo imune com o biofarmaco DNA-hsp65
poderia levar a efeitos protetores no processo de
instalacdo da fibrose pulmonar. O modelo experi-
mental empregado foi o da lesdo pulmonar induzida
por bleomicina. Ainda que o referido modelo ndo
reproduza exatamente o padrdo histologico da FPI,
ele tem sido largamente utilizado como instru-
mento de triagem para avaliacio da eficdcia de
farmacos com potencial terapéutico para processos
fibrosantes pulmonares. Além disso, as doses do
biofdrmaco DNA-hsp65 aqui empregadas foram
baseadas em estudos prévios nos quais o esquema
de imunizacdo mostrou-se efetivo em estimular
a imunidade murina e conferir protecdo contra a
infeccio tuberculosa.?”

Desde o inicio do projeto, nos deparamos
com elevada mortalidade dos camundongos nas
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primeiras horas apos a manipulacdo para injecdo
IT de substancias. Esse fenémeno foi observado
numa mesma intensidade em todos os grupos e
muito provavelmente reflete o desenvolvimento de
insuficiéncia respiratoria e outras complicacdes rela-
cionadas com a manipulacdo cirurgica de traquéias
de pequeno calibre. Por esse motivo, optamos por
analisar apenas a mortalidade ndo programada de
animais que tenham sobrevivido as primeiras 48 h.
Ainda que a proporc¢do de 6bitos ndo programados
do Grupo BB ndo tenha diferido estatisticamente
dos demais grupos, o seu valor foi sensivelmente
inferior ao do Grupo SB (26,1% vs. 57,7%). A nosso
ver, esse ¢ um indicio sugestivo de que o biofarmaco
DNA-hsp65 possa trazer algum grau de protecdo
contra a agressdo pulmonar induzida pela injecdo
IT de bleomicina. Apontam na mesma dire¢do os
achados referentes as medidas do intersticio septal
avaliadas por morfometria em material corado por
H&E. Essas medidas fornecem uma medida do
comprometimento global e do grau das respostas
do intersticio septal pulmonar frente a agressdo
quimica. Nesse aspecto, a drea de intersticio septal
do grupo BB foi significantemente inferior a dos
grupos SB e PB e comparavel a do grupo SS.

A técnica de coloracdo pelo picrosirius cora
especificamente fibras coldgenas. Do mesmo modo,
os valores teciduais do aminodcido hidroxiprolina
refletem o grau de deposicdo de colageno nos
orgdos. No presente estudo, o reconhecimento
densitométrico digital das fibras colagenas identifi-
cadas pelo primeiro método ndo mostrou diferencas
significantes entre os valores médios dos grupos SB,
PB e BB. O conteudo pulmonar de hidroxiprolina
mostrou comportamento semelhante as colora-
coes pelo picrosirius sugerindo igualmente que o
biofarmaco DNA-hsp65, no presente modelo, nédo
interferiu no grau de deposi¢do do colageno indu-
zida pela bleomicina.

Como nao foram detectadas diferencas signifi-
cantes nas medidas que refletem o grau de deposi¢do
de colageno, as alteracées da espessura septal detec-
tadas nas coloracdes por H&E devem ser explicadas
por efeitos sobre outros elementos histoldgicos. O
septo intersticial ¢ composto de elementos celu-
lares e por componentes extracelulares. Numa
avaliacdo histologica subjetiva das laminas efetuada
por um especialista em patologia pulmonar, ficou
evidente que o grupo SS ndo mostrava anormali-
dades e que havia desarranjo da histoarquitetura

J Bras Pneumol. 2008;34(11):891-899



898

pulmonar nos grupos SB e PB. Esses dois ultimos
grupos mostravam infiltrado inflamatorio celular
misto, predominante linfoplasmocitario, e dreas de
reparacdo tecidual localizadas preferencialmente
em torno do eixo broncovascular, com extensio
ao parénquima adjacente. Em relagdo ao grupo
BB, foram observadas lesées menos intensas, com
reparacdo tecidual jovem, restritas ao eixo central
das vias aéreas. Portanto os efeitos do biofarmaco
DNA-hsp65 parecem ter sido mais evidentes na
reducdo da intensidade dos infiltrados celulares
inflamatérios do que no processo de deposicdo de
colageno propriamente dito. E igualmente relevante
o fato de a matriz extracelular ser composta por
outros elementos bioquimicos além do coldgeno,
tais como elastina, proteoglicanos, laminina, fibro-
nectina, etc. Desse modo, os efeitos protetores do
biofarmaco podem ter ocorrido sobre alguns ou a
totalidade desses ultimos componentes. 2%

Recentes avancos na compreensao da patogénese
da FP1 questionam o papel das alteracdes inflamato-
rias como fatores primordiais para o estabelecimento
de fibrose pulmonar e sugerem importante partici-
pacdo de elementos epiteliais associados a processos
de cicatrizacdo anormal como elementos primordiais
da doenca.”” No modelo de fibrose pulmonar por
bleomicina em animais, contudo, estudos prévios
indicam a existéncia de correlacdo entre o grau das
alteracdes inflamatorias agudas e posterior esta-
belecimento de fibrose.”® No presente estudo, os
animais foram todos estudados num mesmo tempo,
ou seja, oito semanas apos o término da imunizacgio
com o biofarmaco e seis semanas apds a injecdo de
bleomicina 1T. Ndo podemos entdo excluir a possi-
bilidade de que o sacrificio dos animais em uma
data mais tardia, com maior evolug¢do do processo
fibrotico, pudesse vir a dar resultados diferentes,
particularmente no tocante a uma maior influéncia
da imunizacio sobre o estabelecimento das lesdes
fibroticas.

Devemos ressaltar que este ¢ somente um estudo
experimental preliminar e que outros esquemas com
maiores doses do biofarmaco DNA-hsp65 ou inter-
valos menores de administracdo podem, em tese,
fornecer melhores resultados. Além disso, de fato,
ndo existem modelos animais que reproduzam inte-
gralmente as lesdes do tipo pneumonia intersticial
usual, substratos anatomopatoldgicos da FPI. Assim,
o verdadeiro papel do biofarmaco DNA-hsp65 no
tratamento das doencas pulmonares fibrosantes,
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particularmente a FPIl, em tese, so seria verdadei-
ramente determinado com a realizacdo de ensaios
clinicos bem desenhados.

Em resumo, podemos concluir que os dados ora
obtidos indicam que a imunizacdo com o biofar-
maco DNA-hsp65 interferiu de maneira positiva no
grau de deposicdo da matriz ndo-colagena em um
modelo de lesdo pulmonar induzida por bleomicina.
Estudos adicionais sdo necessarios para melhor
elucidacdo das acdes do referido biofdrmaco nos
processos fibroticos pulmonares.

Referéncias

1. American Thoracic Society; European Respiratory Society.
American Thoracic Society/European Respiratory Society
International Multidisciplinary Consensus Classification of
the ldiopathic Interstitial Pneumonias. This joint statement
of the American Thoracic Society (ATS), and the European
Respiratory Society (ERS) was adopted by the ATS board of
directors, June 2001 and by the ERS Executive Committee,
June 2001. Am J Respir Crit Care Med. 2002;165(2):277-304.
Review. No abstract available. Erratum in: Am J Respir Crit
Care Med. 2002;166(3):426.

2. American Thoracic Society. Idiopathic pulmonary fibrosis:
diagnosis and treatment. International consensus statement.
American Thoracic Society (ATS), and the European
Respiratory Society (ERS). Am J Respir Crit Care Med.
2000;161(2 Pt 1):646-64.

3. Nathan SD. Therapeutic management of idiopathic
pulmonary fibrosis: an evidence-based approach. Clin Chest
Med. 2006;27(1 Suppl 1):S27-35, vi.

4. Haslam PL. Evaluation of alveolitis by studies of lung
biopsies. Lung. 1990;168 Suppl:984-92.

5. Daniil Z, Kitsanta P, Kapotsis G, Mathioudaki M, Kollintza
A, Karatza M, et al. CD8+ T lymphocytes in lung tissue
from patients with idiopathic pulmonary fibrosis. Respir Res.
2005;6:81.

6. Gross TJ, Hunninghake GW. ldiopathic pulmonary fibrosis. N
Engl J Med. 2001;345(7):517-25.

7. Singh S, du Bois R. Autoantibodies in cryptogenic fibrosing
alveolitis. Respir Res. 2001;2(2):61-3.

8. Wallace WA, Ramage EA, Lamb D, Howie SE. A type 2
(Th2-like) pattern of immune response predominates in the
pulmonary interstitium of patients with cryptogenic fibrosing
alveolitis (CFA). Clin Exp Immunol. 1995;101(3):436-41.

9. Martinez JA, King TE Jr, Brown K, Jennings CA, Borish
L, Mortenson RL, et al. Increased expression of the
interleukin-10 gene by alveolar macrophages in interstitial
lung disease. Am J Physiol. 1997;273(3 Pt 1):676-83.

10. Hancock A, Armstrong L, Gama R, Millar A. Production of
interleukin 13 by alveolar macrophages from normal and
fibrotic lung. Am J Respir Cell Mol Biol. 1998;18(1):60-5.

11. Lowrie DB, Tascon RE, Colston MJ, Silva CL. Towards a DNA
vaccine against tuberculosis. Vaccine. 1994;12(16):1537-40.

12. Tascon RE, Colston MJ, Ragno S, Stavropoulos E, Gregory
D, Lowrie DB. Vaccination against tuberculosis by DNA
injection. Nat Med. 1996;2(8):888-92.

13. Lowrie DB, Silva CL, Tascon RE. DNA vaccines against
tuberculosis. Immunol Cell Biol. 1997;75(6):591-4.



Influéncia do biofarmaco DNA-hsp65 na lesdo pulmonar induzida por bleomicina

20.

21.

. Junqueira

. Bonato VL, Lima VM, Tascon RE, Lowrie DB, Silva CL.

Identification and characterization of protective T cells in
hsp65 DNA-vaccinated and Mycobacterium tuberculosis-
infected mice. Infect Immun. 1998;66(1):169-75.

. Lowrie DB, Tascon RE, Bonato VL, Lima VM, Faccioli LH,

Stavropoulos E, et al. Therapy of tuberculosis in mice by
DNA vaccination. Nature. 1999;400(6741):269-71.

LC, Bignolas G, Brentani RR. Picrosirius
staining plus polarization microscopy, a specific method
for collagen detection in tissue sections. Histochem J.
1979;11(4):447-55.

. Frankel SK, Moats-Staats BM, Cool CD, Wynes MW, Stiles AD,

Riches DW. Human insulin-like growth factor-1A expression
in transgenic mice promotes adenomatous hyperplasia but
not pulmonary fibrosis. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol.
2005;288(5):805-12.

. Walter N, Collard HR, King TE Jr. Current perspectives on the

treatment of idiopathic pulmonary fibrosis. Proc Am Thorac
Soc. 2006;3(4):330-8.

. Yildirim Z, Kotuk M, Traz M, Kuku 1, Ulu R, Armutcu F, et

al. Attenuation of bleomycin-induced lung fibrosis by oral
sulfhydryl containing antioxidants in rats: erdosteine and
N-acetylcysteine. Pulm Pharmacol Ther. 2005;18(5):367-73.
Martinez JA, Ramos SG, Meirelles MS, Verceze AV, Arantes
MR, Vannucchi H. Effects of quercetin on bleomycin-
induced lung injury: a preliminary study. J Bras Pneumol.
2008;34(7):445-52.

Silva CL, Bonato VL, Coelho-Castelo AA, De Souza AO,
Santos SA, Lima KM, et al. Immunotherapy with plasmid
DNA encoding mycobacterial hsp65 in association with
chemotherapy is a more rapid and efficient form of treatment
for tuberculosis in mice. Gene Ther. 2005;12(3):281-7.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

899

Lima KM, Bonato VL, Faccioli LH, Brandio 1T, Santos SA,
Coelho-Castelo AA et al. Comparison of different delivery
systems of vaccination for the induction of protection against
tuberculosis in mice. Vaccine. 2001;19(25-26):3518-25.
Smith RB. Avaliacdo da eficacia da injecdo da vacina de DNA
HSP65 do Mycobacterium leprae em pacientes com estadio
avancado de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, em
ensaio clinico de fase 1/11. [thesis]. Sdo Paulo: Universidade
de Sio Paulo; 2007.

Gurujeyalakshmi G, Giri SN. Molecular mechanisms of
antifibrotic effect of interferon gamma in bleomycin-
mouse model of lung fibrosis: downregulation of TGF-beta
and procollagen 1 and 111 gene expression. Exp Lung Res.
1995;21(5):791-808.

Raghu G, Brown KK, Bradford WZ, Starko K, Noble PW,
Schwartz DA, et al. A placebo-controlled trial of interferon
gamma-1b in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. N
Engl J Med. 2004;350(2):125-33.

Roman J. Extracellular matrix in the pathogenesis of lung
injury and repair. In: Schwarz M, King TE, editors. Interstitial
lung disease. Hamilton: BC Decker; 2003. p. 277-99.
Selman M, King TE, Pardo A; American Thoracic Society;
European Respiratory Society; American College of Chest
Physicians. ldiopathic pulmonary fibrosis: prevailing and
evolving hypotheses about its pathogenesis and implications
for therapy. Ann Intern Med. 2001;134(2):136-51.

Shen AS, Haslett C, Feldsien DC, Henson PM, Cherniack RM.
The intensity of chronic lung inflammation and fibrosis after
bleomycin is directly related to the severity of acute injury.
Am Rev Respir Dis. 1988;137(3):564-71.

J Bras Pneumol. 2008;34(11):891-899



