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RESUMO

BALDON, E. J. Acbes das Hsp65r nativa e sua mutante K*°A de Mycobacterium leprae
durante o processo de envelhecimento. 2010. 78 f. Dissertagdo (Mestrado em Imunologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2010.

As Hsp60 acham-se conservadas nos organismos ao longo da escala evolutiva, apresentando
como funges a capacidade de enovelamento, estruturacdo e translocacao de proteinas atraveés
das membranas celulares, além de apresentarem papel essencial no crescimento e
diferenciacdo celular e participarem em processos cronico-degenerativos. Neste estudo foi
avaliada a acdo das Hsp65r nativa (WT) e sua mutante K*®A de M. leprae no processo de
envelhecimento e resposta imune de camundongos. Analises do Tempo Médio de Sobrevida
(TMS), titulacdo dos isétipos 1gG1 e 1gG2a, ensaios de avidez de 1gG anti-Hsp65 e analises
histopatoldgicas foram realizadas em camundongos geneticamente selecionadas para alta e
baixa producdo de anticorpos, linhagens H;; e Ly, respectivamente, inoculados
intraperitonealmente aos 120 ou 270 dias de vida com 2,5 pg/mL (em 200 pL de PBS) das
Hsp65r. Verificou-se diminuicdo no TMS de fémeas envelhecidas Hy, inoculadas com a
proteina WT (p <0,01) em relacdo ao grupo controle e mutante. Fémeas Hy,, adultas tratadas
com a molécula WT apresentaram reducdo do TMS (p <0,05) em relagdo ao grupo K*°A,
sendo que o intervalo entre o tratamento e a primeira morte foi maior (247 dias) em relacdo as
envelhecidas (18 dias). Diferentemente, a inoculacdo da Hsp65r WT em fémeas em processo
de envelhecimento da linhagem Ly, resultou no aumento (p <0,01) do TMS em relacdo ao
grupo controle e K**®A: machos envelhecidos das linhagens Hy, e Ly ndo apresentaram
diferenga no TMS. A dosagem dos anticorpos ndo revelou alteragcbes marcantes na producao
de 1gG1 e 1gG2a nos grupos estudados, porém a avidez de IgG foi menor (p <0,05) nas
fémeas H, envelhecidas inoculadas com a proteina nativa em relagdo ao grupo controle e
K*®A. A anélise histopatolégica mostrou a presenca de influxo inflamatério principalmente
nos rins de fémeas Hy;; envelhecidas inoculadas com a proteina nativa. Os resultados indicam
a interferéncia da Hsp65r WT na imunidade durante o processo de senescéncia de fémeas
envelhecidas constitutivamente boas produtoras de anticorpos. Esses resultados séo discutidos
e relacionados com os obtidos anteriormente sobre o efeito da Hsp65 em processos

autoimunes.

Palavras-chave: Hsp65r nativa e mutante K*®A. Processo de Envelhecimento. Producéo de
Anticorpos. Mimetismo Molecular.



ABSTRACT

BALDON, E. J. The influence of Mycobacterium leprae rHsp65 wild type and its mutant
KA during the ageing process. 2010. 78 p. Master Thesis (Immunology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The Hsp60 are conserved in all organisms along the evolutionary scale, involved in protein
folding, refolding and translocation across cell membranes, besides having a main role in cell
growth and differentiation and been associated in chronic-degenerative processes. In the
present study was evaluated the actions of M. leprae native rHsp65 (WT) and its mutant
KA in the aging process and immunoresponse of mice. Analyses of mean survival time
(MST), titration of 1gG1 and 1gG2a isotypes, avidity tests of anti-Hsp65 1gG antibodies and
histopathological analyses were performed in mice genetically selected for High and Low
antibody production, Hy;; and Ly, respectively, inoculated intraperitonially at 120 or 270 days
of life with 2.5 pg/mL (200 mL of PBS) of Hsp65r. There was a decrease in MST in aged Hy
females inoculated with the WT protein (p < 0.01) compared to control and mutant. Adult Hy;
females treated with the WT molecule showed a reduction of MST (p < 0.05) compared to
group K*®A, and the interval between the treatment and first death was higher in these (247
days) in relation to aging mice (18 days). In contrast, WT rHsp65 inoculation in aged L
females resulted in increased (p < 0.01) of MST compared with control and K*®A groups;
aged males mice from Hy, and Ly, lines showed no difference in survivor. The antibodies
titration showed no marked changes in the production of IgG1l and IgG2a isotypes in all
groups, but the I1gG avidity was lower (p <0.05) in old H,;, female treated with native protein
when compared with control and K*°®A groups. Histopathological analyses showed the
presence of inflammatory influx in the kidneys of aged Hy,, females mice inoculated with WT.
The presented results revealed the interference of WT rHsp65 in immunity during the
senescence of aged females from Hy, line and are discussed and related to those obtained

previously on the effect of rHsp65 in autoimmune processes.

Keywords: Wild type rHsp65 and its mutant K*®A. Ageing process. Antibody production.

Molecular mimicry.
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1 INTRODUCAO

1.1 O sistema imune e o0 processo de envelhecimento

Progressos médicos, melhorias nas politicas de saude publica e certo
desenvolvimento socioeconémico possibilitaram uma reducdo da taxa de mortalidade, com
consequente aumento da expectativa de vida da populacdo global (DORSHKIND;
MONTECINO-RODRIGUEZ; SIGNER, 2009). O processo de envelhecimento, caracterizado
por um declinio na habilidade do organismo em manter sua homeostase ou se adaptar ao
ambiente, ¢ influenciado por condic¢6es nutricionais e mudangas que ocorrem ao longo da vida
(HASLER e ZOUALLI, 2005) como alteracdes genéticas adaptativas que, transmitidas através
de geracbes, promovem variacbes na longevidade dos individuos e influenciam a
sobrevivéncia de uma espécie (JAENISCH e BIRD, 2003; LITHGOW, 2006; TOWER,
2009).

Um dos principais aspectos do envelhecimento é a senescéncia do sistema
imunologico, resultado de um processo de remodelamento continuo e cujas funcGes
imunoldgicas podem apresentar-se intactas, reduzidas ou mesmo aumentadas (FRANCESCHI
et al.,, 1995). Um declinio na funcdo imune pode resultar na incapacidade de discriminar
antigenos proprios e ndo proprios (PRELOG, 2006), com consequéncias importantes como a
susceptibilidade a infec¢Bes bacterianas e virais (JANSSENS e KRAUSE, 2004; LYNCH e
WALSH, 2007), diminuicdo da resposta a vacinas (BOUREE, 2003), desenvolvimento de
tumores (ZHANG e GRIZZLE, 2003) e de autoimunidades e outras doengas inflamatorias
(JOHNSON e CAMBIER, 2004; YUNG e JULIUS, 2008).

Dados na literatura cientifica mostram controvérsias acerca das alteragdes
quantitativas e qualitativas de cada componente do sistema imune nos diferentes organismos.
Na imunidade inata, o nimero de macrofagos e granulécitos encontram-se inalterados em
individuos envelhecidos (KRAUSE et al., 1999; MIYAIJI et al., 2000; RYBKA et al., 2003);
neutréfilos ndo apresentaram mudancas na quimiotaxia e adesdo, mas reducdo na capacidade
fagocitica de antigenos opsonizados (BUTCHER; CHAHEL; LORD, 2000; WENISCH et al.,
2000). A funcéo dos macrofagos também se encontra alterada, com diminui¢do nos niveis de
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe I (MHC-II)
(PLOWDEN et al., 2004), reducéo da secrecédo de citocinas e quimiocinas (PAWELEC et al.,
1998), além da reducdo da producdo de anions superoxido (PLACKETT et al., 2004) que,
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associada a deficiéncia na expresséo e funcéo de receptores do tipo Toll (TLR), dificultam a
fagocitose e a morte intracelular de bactérias gerando aumento na susceptibilidade a infeccdes
(RENSHAW et al., 2002). Nas células dendriticas (DC), aptas a capturar e apresentar
antigenos e secretar citocinas ligando a imunidade inata a adquirida, ndo ha indicacdo
concreta de alteracbes quanto a diferenciacdo e maturacdo em individuos envelhecidos
(STEGER; MACZEK; GRUBECK-LOEBENSTEIN, 1996); entretanto, estudos mostram
diminuicdo na sua capacidade fagocitica (AGRAWAL; AGRAWAL; GUPTA, 2007),
afetando a resposta de linfocitos T no envelhecimento. As células NK, importantes na
imunidade contra infeccdes virais, apresentam diminuicdo em sua capacidade citotoxica
(MIYAJI et al., 2000).

Observou-se, tanto em modelos experimentais quanto em humanos, que as respostas
mediadas por células e humorais apresentam-se reduzidas na imunidade adquirida
(PAWELEC e SOLANA, 1997). Ha queda no numero de linfocitos T naives, particularmente
0s CD8", embora CD4" e CD8" estejam prejudicados em camundongos, com reducio da
diversidade de repertério dos receptores de células T (TCR) (GORONZY; LEE; WEYAND,
2007; HAKIM e GRESS, 2007). Ainda, observa-se a expansdo compensatoria de células de
memoria, as quais apresentam menor diversidade, funcionalidade e capacidade citotdxica,
dificultando a resposta a infeccdes reincidentes (ASPINALL e ANDREW, 2000;
BLACKBURN et al., 2009). A involucéo do timo, caracterizada pela diminui¢do do tamanho
do 6rgdo e a troca da medula e cortex funcionais por tecido gorduroso, € a principal causa da
diminuicdo dessas células (ASPINALL e ANDREW, 2000). Estudos em modelos murinos
demonstram que a atrofia timica relaciona-se, parcialmente, a falha das células T timicas em
se diferenciarem e expressarem TCR, diminuindo a producdo de linfocitos CD4" e CD8"
(ASPINALL, 1997). Além disso, em idosos ha diminui¢do na producédo de Interleucina-2 (IL-
2) e da expressdo do seu receptor e reducdo da expressdao da molecula coestimuladora CD28
em linfécitos T, contribuindo para o decréscimo dessa populacdo celular (CHAMBERLAIN;
FALTA; KOTZIN, 2000; WEY AND et al., 1998).

Alteracdes no numero de linfocitos B naives e antigeno-especificos, na producdo de
imunoglobulinas, no repertério de anticorpos em termos de especificidade, isétipos e
afinidade sdo observadas no processo de envelhecimento (WEKSLER, 2000). Acredita-se que
a diminuicdo do nimero e fungdo de células T CD4" (MILLER, 1996), a reducio da
hipermutacdo somatica em centros germinativos (ZHENG et al., 1997), bem como defeitos

nas alteragdes de classes de imunoglobulinas (FRASCA et al., 2004) levam a incapacidade de
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individuos envelhecidos produzirem anticorpos de maior afinidade. Embora animais
envelhecidos apresentem, na periferia, um numero de linfocitos B semelhante aos jovens, ha
ampliacdo do numero de linfocitos B de memoria, substituindo a populacdo de B naives,
causando resposta menos efetiva com anticorpos de baixa afinidade (STACY et al., 2002;
WEISKOPF; WEINBERGER; GRUBECK-LOEBENSTEIN, 2009). Ocorre, ainda, aumento
da resposta policlonal contra diversos mitdgenos, porém com diminuicdo da resposta
antigeno-especifica, e aumento da frequéncia de autoanticorpos (GINALDI et al., 1999;
KISHIMOTO et al., 1978; PAHWA; PAHWA; GOOD, 1981). Mudanc¢as no padrdo de
producdo de citocinas do perfil Thl para Th2 foram observadas em individuos envelhecidos,
levando a ativacdo de autoanticorpos (STACY et al., 2002). O aumento na concentracdo
plasmatica de IL-6, IL-1p e Fator-o de Necrose Tumoral (TNF-a) também foram descritos em
populacdes envelhecidas (BRUUNSGAARD et al.,, 2003; ERSHLER e KELLER, 2000;
O'MAHONY et al., 1998). Por outro lado, a administragdo de IL-12 reverteu o padrédo
Th1/Th2 em camundongos envelhecidos que desenvolvem Lupus Eritematoso Sistémico
(SEGAL etal., 2003).

Quanto a toleréncia a antigenos proprios, os processos alterados pelo envelhecimento
tende a desequilibrar os mecanismos da imunidade inata e adquirida, podendo resultar em
processos cronico-degenerativos como inflamacgéo, formacgdo de tumores e autoimunidades,
aumento na susceptibilidade a infeccbes, e consequente perda da qualidade de vida
(COSSARIZZA et al., 1997; FRANCESCHI et al., 2000; HASLER e ZOUALI, 2005;
LICASTRO et al., 2005).

1.2 Proteinas de Choque Térmico

Organismos sdo frequentemente expostos a fatores ambientais estressantes como
temperatura, toxinas, caréncia nutricional, influéncias hormonais, infeccbes e variacoes
metabolicas, dependendo da capacidade em suportar tais mudancas para sobreviverem. A
resposta a esses fatores é caracterizada por alteracGes fisiologicas drasticas, incluindo a
producdo de proteinas de choque térmico (Heat shock proteins - Hsp) (POCKLEY, 2003;
SRIVASTAVA, 2002; WELCH, 1993), moléculas descobertas quando Ferruccio notou
expressdo diferencial de genes nas glandulas salivares de larvas de Drosophila melanogaster
expostas ao aumento de temperatura (RITOSSA, 1962). Porém, o termo heat shock protein

foi proposto, quando da observagdo no aumento do nivel dessas proteinas com o acréscimo
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em 5 °C da temperatura corporea desse inseto (TISSIERES; MITCHELL; TRACY, 1974).
Seus genes codificadores estdo presentes em todas as celulas de organismos procariontes e
eucariontes (incluindo as plantas) (POCKLEY, 2003; ZUGEL e KAUFMANN, 1999) e essas
proteinas sdo encontradas em diferentes compartimentos intracelulares como citoplasma,
nacleo, reticulo endoplasmatico, mitocondrias e cloroplastos (HIGHTOWER, 1991).

As Hsp sdo essenciais a viabilidade celular em situagcdes normais de crescimento,
participando de processos como duplicacdo do DNA, degradacédo de proteinas, enovelamento
e desenovelamento de peptideos, estruturacdo e desestruturacdo de complexos oligoméricos e
translocacdo proteica atraves de membranas (BUKAU e HORWICH, 1998;
GEORGOPOULQS, 1992). Em condicdes fisioldgicas, constituem cerca de 5% da quantidade
total de proteinas intracelulares; entretanto, seus niveis encontram-se até quintuplicados
mediante a exposicdo a estresses que levam a denaturacdo, agregagdo ou fluxo de proteinas
recém-sintetizadas ndo nativas, retornando a niveis normais apds o impacto de fatores
exogenos (POCKLEY, 2003; ZUGEL e KAUFMANN, 1999). A producdo dessas moléculas
deve ser extremamente controlada, pois sua persisténcia pode levar a mudancas na
homeostase e em funcdes intracelulares, além de promover morte celular (POCKLEY, 2003).
A regulacdo da expressdo de Hsp é feita pela interacdo entre Fatores de Choque Térmico
(Heat Shock Factors, HSF) e fatores ambientais estressantes sobre a regido do gene que
promove a producdo de Hsp (VOELLMY, 1994). Em vertebrados, quatro HSF foram
identificados, sendo que somente HSF1, envolvidos em respostas fisioldgicas e ambientais
(SARGE; MURPHY; MORIMOTO, 1993; ZUO et al., 1994), e HSF2, induzido durante a
diferenciacdo e desenvolvimento precoce (PIRKKALA; NYKANEN; SISTONEN, 2001), sdo
amplamente expressados e conservados (NAKAI e MORIMOTO, 1993; SARGE et al., 1991).
O aumento da expressdo de Hsp e a resisténcia a estresses foram descritos em mondcitos,
linfocitos B (CLAYTON et al., 2005), células tumorais (DAVIES et al., 2006) e alguns
orgaos (SNOECKX et al., 2001).

As Hsp sdo classificadas em familias nomeadas de acordo com sua massa molecular
aproximada e seus graus de homologia. Todas as familias estdo presentes em cada organismo,
no entanto, nalgumas ocorrem variagdes na distribuicdo intraespécie e interespécies,
(POCKLEY, 2003; SRIVASTAVA, 2002). Em mamiferos (TABELA 1), quatro familias de
Hsp sdo reconhecidas: HSP90, HSP70, HSP60 e HSP de baixo peso molecular (sHSP)
(GARRIDO et al., 2001).
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Tabela 1 — Nomenclatura, localizagdo e fungdo chaperona de Hsp em mamiferos (GARRIDO et al.,

2001).
Familia Chaperona Localizacéo Principal Funcéo
SHSP Hsp27 Citosol Estabilizacdo contra agregacgéo celular.
aA-crystallin
aB-crystallin
HSP60 Hsp60 Mitocndria Estruturacdo e prevencdo de agregacdo de proteinas
(chaperonina) denaturadas.
HSP70 Hsp70 Citosol / nicleo  Estruturacdo de polipeptidios nascentes, transporte
Hsc70 Citosol / nicleo inter-organelar, reestruturacdo de proteinas denaturadas.
mHsp70 Mitocondria
GRP78 RE
HSP90 Hsp90a Citosol Maturacdo conformacional de receptores de hormdnios
Hsp90p Citosol esteroides e de quinases tradutoras de sinais.
GRP94 RE

RE-= reticulo endoplasmatico

Atuam como chaperonas intracelulares ou proteases, caracteristicas relacionadas a
protecdo celular e manutencdo da homeostase (HARTL e HAYER-HARTL, 2002;
HIGHTOWER, 1991; TISSIERES; MITCHELL; TRACY, 1974). O termo chaperonina foi
utilizado na descricdo de uma familia de proteinas de cerca de 60 kDa altamente homdlogas,
que agiam como chaperonas moleculares encontradas em cloroplastos (Rubisco),
mitocéndrias (Hsp60) e em eubactérias como Escherichia coli (GroEL) (HARTL e HAYER-
HARTL, 2009; HEMMINGSEN et al., 1988). Processos como sintese de proteinas em
compartimentos intracelulares requerem que essas moléculas tenham sua conformacéo
desestruturada ou parcialmente estruturada, possibilitando entdo a exposicdo de suas regides
internas e a interagdo com outras proteinas (agregacao proteica); as Hsp citosolicas ligam-se a
essas regides interativas, facilitando a estruturagdo dos polipeptidios denaturados ou recém-
sintetizados, agindo como chaperoninas (BUKAU e HORWICH, 1998). A familia das Hsp de
60 kDa, inclui moléculas abundantes e evolutivamente conservadas em todos 0s organismos,
apresentando como funcgbes fisiologicas, na dependéncia de ATP, a capacidade de
enovelamento e estruturacdo proteica, regulacdo do trafego intracelular e a translocacéo das
proteinas através das membranas celulares (TOWER, 2009). A Hsp65 de M. leprae tem
massa molecular de aproximadamente 57 kDa, o que a inclui na familia da GroEL (FIGURA
1) ou das Hsp60 denominadas chaperoninas (ELLIS e VAN DER VIES, 1991), sendo

considerada a principal proteina imunorreativa em micobactérias (THOLE et al., 1988).
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FIGURA 1 — A chaperonina GroEL-GroES. (a) Estrutura cristalina do complexo GroEL-GroES
evidenciando a porcdo de ligacdo com a GroES (cis) e o anel oposto (trans). (b)
Esquema da maquinaria resumindo as mudancas conformacionais de substratos
proteicos durante o processo a estruturacdo. (1) O substrato proteico é encaminhado
pelo complexo DnaK-DnaJ até a GroEL; apés ligagdo, o substrato sofre
desdobramento local. (2) O movimento do dominio ATP-dependente da porcédo apical
da GroEL resulta em alongamento de regides fortemente ligadas do substrato e na
liberagdo e compactacdo parcial das regides menos estaveis. (3) A compactacdo é
completada apds a encapsulacdo da sequencia peptidica pela GroES. (4) Estruturacao
da proteina no interior da chaperonina. (5) Liberacdo do substrato ap6s dissociagéo da
GroES. (6) Nova ligacdo caso ndo tenha ocorrido uma estruturacdo completa da
proteina. N= estado nativo; I= estruturacdo intermediaria; ADP= adenosina difosfato;
ATP= adenosina trifosfato.

FONTE: Hartl e Hayer-Hartl (2009).

Processos como 0 enovelamento, oligomerizagdo, transporte e degradacdo de
proteinas requerem que as proteinas tenham, temporariamente, uma conformagao
parcialmente estruturada ou denaturada. Como consequéncia, algumas regides dessas
proteinas ficam expostas, podendo interagir com outras proteinas. Esse fenémeno é
denominado de agregacéo proteica, prejudicial para a vida celular. As chaperonas moleculares
protegem essas superficies interativas, ligando-se a elas por meio de ligacGes ndo-covalentes e
ATP-dependentes, facilitando a estruturacdo dos polipeptidios denaturados ou recém-
sintetizados (SLAVOTINEK e BIESECKER, 2001).

Apos quase 20 anos da identificacdo e caracterizagdo (GEORGOPOULOQS, 1992),
estudo mostrou que a Hsp65r de M. leprae possui atividade enzimatica e que a substituicdo do
residuo de Lys*® por Ala causa perda completa da sua atividade proteolitica (PORTARO et
al., 2002). Assim, somente a Hsp65 de M. leprae teve sua atividade proteolitica observada.
Estudos verificaram também uma possivel atividade autolitica, sugerindo que esse processo
possa gerar peptideo(s)- epitopo(s) de forma independente do proteasoma (MARENGO,
2003; MARQUES et al., 1998; PARADA, 2007). A funcdo chaperona das Hsp permite

realizar a entrega de peptideos, concomitantemente com a producdo de estimulos pro-
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inflamatdrios, em células apresentadoras de antigenos (APC), com subsequente ativacdo de
linfocitos T peptideos-especificos (ANDERSON e SRIVASTAVA, 2000). Sendo assim, as
Hsp sdo consideradas adjuvantes naturais, ativando APCs que internalizam e as apresentam
para outras células do sistema imune via moléculas do MHC de classe | ou Il. As Hsp65 de
micobactérias foram descritas como adjuvantes em doengcas como Artrite Reumatoide
(COBELENS et al., 2000), Aterosclerose (WICK; PERSCHINKA; MILLONIG, 2001) e
Tuberculose (BONATO et al., 1998), levando a producéo de citocinas pré-inflamatorias como
TNF-a, IL-1B, IL-12 e fator estimulador de coldnias de granulécitos e macréfagos (GM-
CSF); quimiocinas como proteina cofator de membrana tipo 1 (MCP-1), proteina-2
inflamatéria do macrofago (MIP-2) e RANTES (quimiocinas reguladas pela ativacdo,
expressas e secretadas pelos linfocitos T); indugdo da isoforma induzivel de Oxido Nitrico
Sintase (iNOS) e produgdo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos e DC (LEHNER et al.,
2000; MORE; BRELOER; VON BONIN, 2001). Quando presentes no meio extracelular
relacionam-se a ativacdo e regulacdo de células, transducdo de sinais, regulacdo do ciclo
celular e apoptose. Sabe-se que as Hsp60 sdo reconhecidas por TCR, Receptor de Células B
(BCR) e TLR, evidenciando a ampla acdo dessas proteinas sobre células potencialmente
imunocompetentes (VAN EDEN et al., 2007).

A descoberta de que Hsp induzem a produgdo de citocinas e a expressdo de
moléculas de adesdo levou a pesquisa de seus possiveis receptores celulares (GALDIERO;
DE L'ERO; MARCATILI, 1997; KOL et al., 1999; KOL et al., 2000). A identificacdo de
ligantes para os diferentes membros da familia das HSP60 em macrofagos sugere distintos
papéis imunorreguladores entre essas moléculas. As Hsp60 e Hsp70 sdo ligantes enddgenos
de TLR-2 e TLR-4, importantes mediadores da resposta imune inata presentes em diversos
tipos celulares, e 0 antigeno CD14 foi identificado como receptor de Hsp em mondcitos
humanos (KOL et al., 2000; VABULAS et al., 2002). Além disso, linfécitos T reguladores
parecem ser ativados por essas proteinas (CARAMALHO et al., 2003). Recentemente foi
demonstrada a variabilidade intraespécie e interespécie da acao fisioldgica da Hsp quanto a
proliferacdo celular, reatividade de células T e producdo de citocinas, sendo que tais
diferencas relacionadas ao perfil genético H-2 das linhagens de camundongos BALB/c (H-2%,
C57BL/6 (H-2°), e C3H/HePas (H-2¥) (LUNA et al., 2007).

Normalmente as Hsp sdo liberadas somente por células necréticas e sua presenca
extracelular pode induzir respostas pré-inflamatérias; sabe-se que Hsp60 humana induz a

expressdo de moléculas de adesdo como E-selectina, molécula de adesdo intracelular-1
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(ICAM-1) e molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM-1) nas células endoteliais, células
de musculo liso e macrofagos (KOL et al., 1999; KOL et al., 2000). Contudo, alguns trabalhos
mostram que essas moléculas possam ser liberadas passivamente (BASSAN et al., 1998;
HIGHTOWER e GUIDON, 1989; LIAO et al., 2000; POCKLEY, 2003). Niveis de Hsp60 e
Hsp70 e anticorpos anti-Hsp60 e anti-Hsp70 humanos e anti-Hsp65 de micobactéria foram
detectados em individuos saudaveis entre 20 e 96 anos de idade, porém sem correlacdo
significativa entre o nivel de anticorpos anti-Hsp60 com o sexo e 0 aumento de idade (REA;
MCNERLAN; POCKLEY, 2001). Por outro lado, verificou-se semelhanca entre 0 aumento
de anticorpos anti-Hsp65 e o aumento da idade, sugerindo-se que estes representem
marcadores potenciais de idade (MANTLE; SINGH; HACHINSKI, 1995).

1.3 Relacdo entre as Hsp e processos patolégicos no envelhecimento

Dentre os processos patoldgicos na imunosenescéncia destacam-se 0 aparecimento
de cancer e a maior susceptibilidade a infec¢cdes (TRZONKOWSKI et al., 2009), alem de
doencas envolvendo o processamento anormal, modificacdo e agregagdo de proteinas, nas
quais as Hsp estdo tipicamente associadas (MORIMOTO, 2008; TOWER, 2009). Na
literatura cientifica sdo amplamente discutidas as duas relacBes entre as Hsp (proprias e
bacterianas) e seus envolvimentos em patologias. Membros da familia das HSP60 sdo
considerados IMUNODOMINANTES em varios processos infecciosos (KAUFMANN, 1990)
e participam do contexto pro-inflamatério de Artrite, Diabetes tipo I, Esclerose Mdltipla e
Aterosclerose (AFEK et al., 2000; BONATO et al, 1998; GEORGOPOULOS e
MCFARLAND, 1993; WICK; PERSCHINKA; MILLONIG, 2001); a ligacdo a TLR-2 e
TLR-4 sugere que essas proteinas atuem como um sinal enddgeno de perigo, com
consequente liberacdo de citocinas inflamatorias e aumento da resposta imune tipo Thl
(HIGHTOWER, 1991; KOL et al., 2000). Sendo a proteina mais abundante na parede
microbiana, Hsp65 é considerada como toxina e antigeno dominante em varias doencas
infecciosas, capazes de induzir resposta imune humoral e celular (KONG et al., 1993;
QAMRA e MANDE, 2004; QAMRA; SRINIVAS; MANDE, 2004). Por outro lado, estudos
evidenciam a funcdo IMUNORREGULADORA das Hsp60/65 sobre células T, na supressao da
resposta imune em doencas como Artrite Reumatoide (DE KLEER et al., 2003; VAN EDEN
et al., 2005); pacientes em processos crénicos de Artrite apresentaram reatividade de células

com fendtipo de linfécitos T reguladores para as Hsp associada ao abrandamento e remissao
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da doenca (VAN EDEN et al., 2007). Estudos realizados em pacientes que apresentam Artrite
Reumatoide mostraram os diferentes papéis dessas proteinas na ativagdo de linfocitos T: a
estimulacdo com a proteina humana (Hsp60) leva a producéo de citocinas reguladoras do tipo
Th2, enquanto que a estimulagdo com Hsp60 bacteriana induziu a producdo de interferon-y
(INF-y), consistente com uma resposta pré-inflamatoria do tipo Thl (VAN ROON et al.,
1997).

Varias hipoteses tentam explicar o envelhecimento e sua relacdo com patologias de
origem genéticas, infecciosas, parasitarias ou autoimunes, relatando grande quantidade de
efeitos bioldgicos atribuidos a senescéncia observados em Orgdos especificos ou
sistemicamente (CARNES; STAATS; SONNTAG, 2008). Apesar da maior incidéncia de
doencas autoimunes, 0s idosos muitas vezes ndo apresentam resposta imunologica efetiva a
estimulos antigénicos (PRELOG, 2006). Duas hipéteses, ndo necessariamente exclusivas,
tentam explicar a relacdo entre a incidéncia de autoimunidades e processos infecciosos. A
teoria ANTIGENO NAO ESPECIFICO propde que o sistema imunolégico seja ativado tanto
pela liberacdo normal de proteinas endogenas em consequéncia a morte celular induzida por
micro-organismos, quanto por APC ativadas por estimulos microbianos e que apresentam
mais efetivamente antigenos proprios (WUCHERPFENNIG, 2001). A teoria ANTIGENO
ESPECIFICO é exemplificada pelo conceito do mimetismo molecular, no qual antigenos
microbianos e proprios compartilham similaridades estruturais, facilitando a quebra da
autotolerancia (BENOIST e MATHIS, 2001); a presenga de anticorpos e linfocitos T que
reagem com Hsp60 ou Hsp65 reforca essa hipotese (DUDANI e GUPTA, 1989; FEIGE e
VAN EDEN, 1996).

Individuos envelhecidos podem apresentar producdo de autoanticorpos dependente
do contato prolongado com antigenos exdgenos (PANDEY et al., 1979; RAMOS-CASALS et
al., 2003) e os anticorpos antinucleares e anti-DNA de dupla fita estdo entre os mais
detectados em idosos, atuando em doengas autoimunes sistémicas e no controle antitumoral
(IAKOUBOV e TORCHILIN, 1997). Anticorpos contra diversos membros das familias das
proteinas de choque térmico também foram detectados em pacientes com autoimunidades.

Estudos de homologia mostram que as Hsp60 de micobactérias apresentam cerca de
90% de similaridade entre si; em adi¢do, as Hsp60 de bactérias e mamiferos possuem cerca de
50% de similaridade entre suas sequéncias primarias de aminoacidos (EL-ZAATARI et al.,
1995; HAJEER et al., 1992). A partir de estudos imunoquimicos, verificou-se que a resposta

antigénica e o reconhecimento cruzado com as Hsp60 de vertebrados sdo dirigidos a Hsp65 e
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ndo a Hsp60 bacterianas; ainda, as diferencas entre Hsp60 e Hsp65 compreendem as regides
que contém epitopos reconhecidos por celulas T (KONG et al., 1993). Este € um exemplo de
mimetismo molecular, no qual determinantes antigénicos comuns sdo compartilhados por um
potente antigeno bacteriano e proteinas proprias altamente conservadas (OLDSTONE, 1987).
Acredita-se que Artrite Reumatoide, Esclerose Sistémica, Psoriase, doenga de Kawasaki e de
Behcet sejam desencadeadas por células B e T através de epitopos que apresentam reacao
cruzada entre Hsp60 eucariotas e procariotas (ZUGEL e KAUFMANN, 1999).

Além desses aspectos, proteinas danificadas ou mal estruturadas acumulam-se como
consequéncia natural do envelhecimento, promovendo um estado de sobrecarga de
chaperonas que desafia 0s mecanismos de manutencdo da homeostase (NARDAI,
CSERMELY; SOTI, 2002), havendo uma relacéo de anticorpos anti-Hsp60/65, especialmente
anti-Hsp65 de micobactérias, com processos inflamatorios, infecciosos e cronico-
degenerativos (PROHASZKA et al., 1999; REA; MCNERLAN; POCKLEY, 2001; ZUGEL e
KAUFMANN, 1999). Grande parte dos estudos da participacdo da reagdo cruzada do TCR
focou-se em células CD4". Entretanto, o papel de T CD8" comegou a ser investigado em
modelo murino de inflamacdo intestinal usando clones de células CD8" que reconhecem
ambas Hsp60 micobacteriana e murina. A doenca nesse sistema € mediada pelo
reconhecimento de antigenos proprios de Hsp60 pelo TCR: um clone de linfdcito T que reage
somente contra Hsp60 micobacteriana ndo causa a doenca; esses resultados estabelecem o
papel do reconhecimento cruzado de TCR entre a Hsp60 murina e de micobactérias,
indicando que o mimetismo molecular é relevante em células citotoxicas (STEINHOFF et al.,
1999).

1.4 As Linhagens High e Low de camundongos

O controle poligénico multiespecifico da resposta imunoldgica foi estabelecido a
partir de cinco selecBes genéticas bidirecionais independentes de linhagens de camundongos
para os fenotipos de alta (H) ou baixa (L) producdo de anticorpos a antigenos naturais. Esse
modelo é importante para o entendimento da regulagdo genética da resposta imune humoral e
sua influéncia em processos como susceptibilidade a infecgdes (MOUTON; STIFFEL;
BIOZZI, 1985), artrite experimental (DE FRANCO et al., 1995), longevidade (COVELLI et
al., 1989) e tumorigenese (IBANEZ et al., 1999). Esses estudos, iniciados em 1965,

desenvolveram-se a partir do intercruzamento de populacdes geneticamente heterogéneas de
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camundongos Swiss (SIQUEIRA et al., 1976). Em cada linhagem H ou L, diferentemente da
obtencdo de animais isogénicos, as selegbes genéticas evitaram a consanguinidade. A
caracteristica fenotipica escolhida para obtencdo das linhagens Hy, e Ly, utilizadas no
presente estudo foram as respostas secundarias maxima ou minima aos antigenos flagelares de
Salmonella, seguindo cruzamentos em geracgdes sucessiva de animais apresentando fendtipos
extremos, apds imunizacdes alternadas com os antigenos nao cross-reativos de S. typhimurium
e S. oranienburg, evitando-se, assim, a interferéncia de anticorpos maternos passivamente
transmitidos. O cruzamento dos camundongos que apresentavam alta ou baixa resposta levou
a divergéncia progressiva dos fenotipos durante 16 geracdes, quando se atingiu a homozigose
dos loci que controlam o carater (BIOZZI et al., 1979). Esses camundongos geneticamente
selecionados diferem também em suas respostas a antigenos ndo relacionados, indicando uma
modificagdo geral no mecanismo de sintese de anticorpos (efeito multiespecifico). Analises
genéticas das linhagens Hy,, e Ly, demonstraram que a caracteristica producéo quantitativa de
anticorpos esta sob controle poligénico de 5 a 7 loci independentes e que as pressdes seletivas
exercidas pelo método de selecdo induziram modificacbes em diferentes etapas que
promovem a sintese de anticorpos (REIS et al., 1992; SANT'ANNA et al., 1982).

Nas Selecdes I, 11 e IVA (selecionadas por imuniza¢des com eritrdcitos de carneiro e
pombo — Selecdo I, eritrdcitos de carneiro — SelecGes Il e IVA) foi demonstrado que a baixa
resposta de anticorpos relaciona-se a alta atividade catabolica de seus macréfagos, limitando a
quantidade de antigenos disponiveis capazes de ativar a resposta imune adquirida em
camundongos L (IBANEZ et al., 1988; MOUTON et al.,, 1984). Por outro lado, os
macréfagos de camundongos H e L da Selecdo Il e IV tem atividade catabolica similar
(FERREIRA et al., 1985). Alem disso, o tempo médio de sobrevida é semelhante entre
animais Hy, (611 + 153 dias de vida) e Ly, (622 + 166 dias de vida), contrastando com as
SelecGes I, 1l e V, na qual a sobrevida é maior em animais H (DORIA et al., 1997).

Essas linhagens de camundongos, nas quais as potencialidades em extremos opostos
foram definidas, representam também um modelo adequado para investigar fatores ambientais
e genéticos atuantes no sistema imunoldgico inato e adquirido, sendo empregadas em estudos
sobre resisténcia ou susceptibilidade a patogenos e/ou toxinas. Em relacdo a tumorigenese,
camundongos bons respondedores sdo mais susceptiveis a indugdo de tumor de pele por
DMBA/TPA que os maus respondedores, sugerindo que a resisténcia inata a esse tipo de
carcinoma pode estar geneticamente relacionada com a baixa resposta de anticorpos
(IBANEZ et al., 1999).
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Trabalhos mostraram a susceptibilidade a doengas autoimunes nesses camundongos,
nos quais Hy, sdo resistentes e Ly extremamente vulneraveis a atrite induzida por pristano,
indicando a colocalizacdo dos genes responsaveis pela producdo de anticorpos e de
susceptibilidade da doenca. Nesse modelo é requerida a estimulacdo por Hsp65 de
micobactérias reconhecidas na resposta autoimune que se segue apés a injecdo de pristano e
sua semelhanca com proteinas préprias a tornam uma possivel candidata na inducdo desse
tipo de autoimunidade (THOMPSON et al., 1990). Foi demonstrado que a diferente
susceptibilidade dos animais Hy, e Ly, pode estar relacionada com o padrdo de citocinas
produzidas no inicio do desenvolvimento da doenca e aos isotipos de IgG anti-Hsp65
predominantes na resposta; apesar de produzir quantidades semelhantes desses anticorpos, Hy
e Ly diferem marcadamente nos isétipos produzidos durante o estabelecimento da artrite
induzida por pristano (JENSEN et al., 2006).

Outro modelo patogénico estudado nessas linhagens é da infec¢do viral, sendo
possivel verificar o efeito da producdo de anticorpos e suas vias de ativacdo do sistema imune
no controle da doenca. Para o Virus-3 de Hepatite Murina (MHV3), camundongos Ly,
mostraram-se resistentes em relagdo aos Hy;, mesmo que ambas as linhagens sejam capazes
de produzir anticorpos contra o virus; a resisténcia adquirida pelos camundongos suscetiveis
Hiy acompanha a sintese de anticorpos, inclusive quando foi realizada transferéncia de
anticorpos anti-MHV3 anterior a infeccdo (VASSAO et al., 2003); camundongos bons
respondedores sdo mais vulneraveis, indicando que diferentes mecanismos podem estar
envolvidos na aquisicdo da resisténcia a infeccdo viral (QUEIROZ-DA-SILVA; DE-
FRANCO; SANT'ANNA, 1997).

A resposta imune a diversos antigenos depende da genética e da experiéncia
imunologica pré- e pos-nascimento dos individuos. Baseando-se no conceito de mimetismo
molecular e nos relatos de fungdes fisioldgicas distintas para as moléculas Hsp60 proprias e
Hsp65 bacteriana (autorreatividade e acdo anti-inflamatoria), sugere-se que as respostas a
essas proteinas sejam variaveis, inclusive durante as mudancas observadas na
imunosenescéncia. Dessa maneira, levantou-se a possibilidade de haver correlagdo entre a
producdo de Hsp e seus respectivos anticorpos com a expressao de processos patoldgicos
presentes durante o processo de envelhecimento em linhagens de camundongos boas e mas

respondedoras.
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2 OBJETIVO

O objetivo desse estudo incluiu analisar o efeito da administracdo passiva das Hsp65r
nativa (WT) e sua mutante K*®*A de Mycobacterium leprae em camundongos envelhecidos
das linhagens Hy, e Ly, machos e fémeas, e compara-los a adultos jovens quanto aos
fendtipos de tempo médio de sobrevida, producao dos isotipos IgG1 e IgG2a anti-DNA e anti-
Hsp65, avidez de IgG total e alteracbes histoldgicas decorrentes da administracdo das

proteinas recombinantes de Hsp65.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e purificacdo das Hsp65 de M. leprae recombinantes nativa e mutante
K409A

O clone plL161, contendo a sequencia que codifica para a Hsp65 de M. leprae,
gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Célio L. Silva da Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, e sua molécula mutante K*®°A, que contém a sequencia ndo ativa proteoliticamente
(PORTARO et al., 2002) foram amplificadas em Escherichia coli DH5a Heat Shock. As
expressdes das proteinas recombinantes Hsp65r WT e K*®A foram realizadas como descrito
por Portaro et al. (2002). As proteinas recombinantes (Hsp65r WT ou K*%A) presentes no
pellet do extrato bacteriano foram solubilizadas em ureia 6M e submetidas a SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio) preparativo e a banda que
contém Hsp65 foi recortada do gel de poliacrilamida para obtencio de Hsp65r WT ou K*®°A
purificadas, seguida de eluicdo (PEREIRA et al., 2005). A homogeneidade das preparacdes de
Hsp65r de M. leprae foi analisada por eletroforese de gel de poliacrilamida (LAEMMLI,
1970) seguido de coloracdo por nitrato de prata e submetidos a analise de espectrometria de
massas — Peptide Mass Fingerprint (WESTERMEIER e NAVEM, 2002). Determinaram-se
as concentracdes proteicas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Em seguida,
realizou-se a analise de dosagem de LPS utilizando o kit LAL (Limulus Amoebocyte Lysate),
e como controle positivo a endotoxina de E. coli (Biowhittaker Cambres Inc. — USA) 2,5
Unidades de Endotoxina/mL (UE/mL); essas dosagens foram realizadas na Sec¢do de Controle

de Qualidade do Instituto Butantan.

3.2 Acdo das Hsp65r WT e sua mutante K*®A na sobrevida de camundongos das

Linhagens Hyj e Ly

Para o estudo da participacdo das Hsp65 nativa e mutante no processo de
envelhecimento foram utilizados camundongos machos e fémeas (n= 5-8 animais/grupo) da
Selecdo 11, geneticamente modificados para alta (Hy;) e baixa (L) producdo de anticorpos.
Cada animal foi inoculado aos 270 dias de vida com dose Unica de 2,5 pg de Hsp65r WT ou
K*A pela via intraperitoneal, em volume final de 200 pL de PBS; o grupo controle (n=5 a 8

animais/grupo) recebeu apenas 200 pL de PBS. Os animais foram acompanhados até a morte
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para o calculo do TMS e porcentagem de sobrevivéncia. Fémeas adultas da linhagem Hy; (n=
4 animais/grupo) foram tratadas com 2,5 pg de Hsp65r WT ou K*®A, pela via intraperitoneal,
aos 120 dias de vida e os resultados de TMS e porcentagens de sobrevivéncia foram
comparados com 0s animais mais velhos.

Apos as inoculagdes, os animais foram periodicamente sangrados pelo plexo venoso
retro-orbital e os antissoros foram estocados a -20 °C para avaliagdo dos niveis de 1gG1 e
IgG2a anti-DNA e anti-Hsp65 WT e ensaios de avidez dos anticorpos I1gG anti-Hsp65 WT
por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Os camundongos foram obtidos e mantidos nos Biotérios dos Laboratorios de
Imunoquimica e Imunogenética do Instituto Butantan. Todos os procedimentos realizados
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan e pelo

Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas — USP.

3.3 Titulag&o de anticorpos anti-DNA

Niveis de anticorpos 1gG1l e 1gG2a anti-DNA foram detectados pelo método de
ELISA indireto. Pocos de placas de fundo chato com propriedades de alta ligacdo (Nunc
Maxisorp™, Roskild, Denmark) foram sensibilizados com 1 pg/poco de dsDNA de esperma
de salmédo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluido em solucdo de Tris (hidroximetil
aminometano 10 mM, pH 7,5) acrescido de &cido etileno-diamino-tetraacético (EDTA) 1 mM
e mantidas em camera Umida por 16 a 18 horas em estufa a 37 °C. As placas foram lavadas 3
vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T). O bloqueio de ligagdes inespecificas
foi realizado com PBS-T / BSA 1% a 37 °C por 1 hora. Foi realizada diluicdo seriada
partindo-se de um inicial 1:16 de soro, com incubacgdo a 37 °C por 2 horas. As placas foram
novamente lavadas 3 vezes e incubadas com 100 uL/pogo com anticorpos anti-lgG1 ou anti-
lgG2a (BD Pharmingen™ - BD Bioscience, San Diego, CA, EUA) na propor¢do 1:1000,
ambos conjugados com peroxidase, em PBS-T / BSA 1% durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apds nova lavagem, foi adicionado 100 pL/pogo do tampéo substrato (20 mg de o-
phenylenedi-amine — OPD, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA — diluido em 40 mL de
tampao citrato/fosfato 0,3M, pH 5,2 / H,0, 0,3%) e a reacdo foi incubada a 37 °C durante 10
minutos e interrompida utilizando-se 50 pL/poco de &cido citrico 0,2M. A absorbancia foi

medida a A= 450 nm utilizando-se um leitor de ELISA (Molecular Devices - Mountain View,
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CA, EUA). Os titulos de anticorpos foram expressos como log, da maior diluigdo positiva

estabelecida em 20% do valor maximo da D.O. (densidade Optica) obtida na leitura.

3.4 Titulag&o de anticorpos anti-Hsp65 WT

A deteccdo de anticorpos IgG1l e 1gG2a anti-Hsp65 WT (indicado somente como
anti-Hsp65) foi realizada através de ELISA indireto. Pocos de placas de fundo chato com
propriedades de alta ligagdo (Nunc) foram sensibilizados por 18 horas com 1 pg/poco da
proteina Hsp65r WT de M. leprae, diluida em tamp&o carbonato/bicarbonato 0,1 M pH 9,6, a
4 °C. Seguiu-se a lavagem das placas por 3 vezes com PBS-T e o bloqueio de ligacoes
inespecificas com PBS-T / BSA 1% a 37 °C por 1 hora. Os soros dos animais foram diluidos
seriadamente partindo-se da proporcdo 1:16 e incubados por 1 horas a temperatura ambiente.
As placas foram lavadas 3 vezes e em seguida incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente com 100 pL/pogo com anticorpo anti-lgG1l ou anti-lgG2a (BD Pharmingen™ -
1:1000) conjugados com peroxidase e diluidos em PBS-T / BSA 1%. Apos nova lavagem foi
adicionado 100 pL/pog¢o do tampdo substrato (20 mg de o-phenylenedi-amine — OPD —
diluido em 40 mL de tampdo citrato/fosfato 0,3M, pH 5,2 / H,0, 0,3%) e a reacdo foi
incubada a 37 °C durante 10 minutos e interrompida utilizando-se 50 pL/pogo de acido citrico
0,2M. A absorbancia foi medida a A= 450 nm utilizando-se um leitor de ELISA (Molecular
Devices). Os titulos de anticorpos também foram expressos em log, da maior diluigcdo positiva

estabelecida em 20% do valor méximo da D.O. obtida na leitura.

3.5 Ensaios de avidez

A avidez de ligacdo dos anticorpos foi estimada medindo-se os graus de dissociacdo
das ligagdes antigeno-anticorpo quando incubados com KSCN (tiocianato de potassio)
(PULLEN; FITZGERALD; HOSKING, 1986). A analise é similar a técnica de ELISA anti-
Hsp65, incrementada com um passo adicional: apds incubacgdo dos soros (duplicata de pools
de animais de cada grupo experimental), as placas foram incubadas por 30 minutos com
KSCN (Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, MO, EUA) em 6 concentracgdes, variando de 0,0625 a
6,0 M, diluidas seriadamente em PBS-T / BSA 1%, reservando-se po¢os com soros incubados
apenas com PBS (duplicata). As placas foram lavadas 3 vezes e em seguida incubadas com

100 pL/pogo com anticorpo anti-lgG (Sigma-Aldrich Biotechnology Co., St. Louis, MO,
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EUA) conjugado com peroxidase, na dilui¢do 1:25000, em PBS-T / BSA 1% durante 1 hora a
temperatura ambiente. Apds nova lavagem, seguiu-se o protocolo de ELISA. A absorbancia

foi medida a A= 450 nm utilizando-se um leitor de ELISA (Molecular Devices).

3.6 Analise histopatoldgica

Fémeas envelhecidas das linhagens H;; e L;; (3 animais/grupo), com
aproximadamente 270 dias de vida, foram inoculadas com 2,5 pg/mL de Hsp65r WT ou
K*°A ou PBS (grupo controle) e sacrificadas 17 dias ap6s os tratamentos. Rins, baco, figado,
pulmdes e coracdo foram retirados e conservados em formaldeido 10% e incluidos em
parafina. ApOs processamento, cortes de 5 um de cada o6rgdo foram corados com
Hematoxilina/Eosina (H/E) e a analise microscopica foi realizada pela Dr. Claudia Ferreira
dos Santos (Patologista Veterinaria - CRMV/SP 9231) do Instituto Veterinario de Imagens
(S&o Paulo, SP). Os laudos obtidos foram devidamente anexados nesse documento (ANEXOS
A-F).

3.7 Andlises estatisticas

As curvas de sobrevida dos diferentes grupos experimentais foram analisadas através
do método Mantel-Cox e comparadas pelo teste de “log rank™, considerando a probabilidade
minima de p <0,05 para diferengas encontradas na porcentagem de sobrevivéncia. A variancia
(V), que demonstra a influéncia de fatores externos nos fenétipos observados, foi obtida
atraves do quadrado do desvio padrdo do tempo médio de sobrevida.

A significancia da diferenca entre as médias dos grupos experimentais foi
estabelecida atraves do teste One-Way ANOVA para analise da variancia, considerando a
probabilidade minima de p <0,05; o teste de Tukey foi realizado para comparacao entre 0s
grupos experimentais e o grupo controle. Para a analise da influéncia dos fatores “tempo” e
“tratamento” sobre a producdo de anticorpos foi utilizado o teste de analise da variancia Two-
Way ANOVA (significancia minima de p <0,05), seguido pelo pds-teste de Bonferroni para a
comparacao e determinacgdo da origem da diferenca entre grupos.

Nos ensaios de avidez, as leituras da absorbancia na auséncia de KSCN
representaram a ligacéo total de anticorpos anti-Hsp65, e as leituras subsequentes na presenca

de concentragdes crescentes de KSCN foram convertidas na porcentagem da ligagao total de
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anticorpos (PULLEN; FITZGERALD; HOSKING, 1986). O indice de avidez estimado é
calculado como a concentracdo de KSCN requerida para reduzir a D.O. da amostra em 50%,
comparada com a maior atividade obtida nos po¢os com soros incubados apenas com PBS.
Todos os testes foram realizados utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.00 (Graph

Software, Inc.).



35

4 RESULTADOS

4.1 Expressao, obtencdo e purificacdo das Hsp65r WT e K*®°A

A FIGURA 2A mostra a expressdo das proteinas recombinantes nativa e mutante
(Hsp65r WT e K*®A, respectivamente) aplicadas em SDS-PAGE 12,5%, e que migram na
regido de 65 kDa (FIGURA 2B). Para inoculacdo dos grupos experimentais, ao final da
corrida, as proteinas foram precipitadas em solucdo refrigerada de KCIl 1,9% e a banda

correspondente a Hsp65r recortada do gel e eluida em tampéo PBS.
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FIGURA 2 — Purificacdo da Hsp65r de M. leprae. (A) Eletroforese em gel de SDS-PAGE 12,5% da
anélise da expressdo das Hsp65 nativa (linhas 2 e 4 — ndo induzidas; linhas 3 e 5 —
induzidas com IPTG 0,5mM) e mutante (linhas 6 e 8 — ndo induzidas; linhas 7 e 9 —
induzidas com IPTG 0,5mM) e marcador de peso molecular (linha 1); corante
Comassie Brilliant Blue R-250. (B) Eletroforese em gel de SDS-PAGE 12,5% da
Hsp65 WT (linha 2), seu mutante K*®A (linha 3) e marcador de peso molecular (linha
1) apds eluicdo; coloragédo de nitrato de prata.

4.2 Avaliacdo do efeito da administracao das Hsp65r sobre o Tempo Médio de Sobrevida

O fato das Hsp participar da ativagdo/progressao de processos cronico-degenerativos
como inflamacdo e autoimunidades levou ao estudo da influéncia da Hsp65 de M. leprae no
processo de envelhecimento das Linhagens Hy, e Ly Assim, camundongos de ambos 0s
sexos, de 270 dias de vida, foram inoculados intraperitonealmente com dose unica de 2,5 ug
das Hsp65r WT ou K*®A ou PBS (controle). Os animais foram acompanhados até a morte e a

curva de sobrevida e os tempos médios de sobrevida determinados.
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FIGURA 3 — Curva de sobrevida de machos e fémeas envelhecidos das linhagens H,;; (Ae B) e Ly, (C
e D) inoculados com 2,5 pg/animal de Hsp65r WT ou K*®A ou PBS (controle). TMS=
tempo médio de sobrevida; DP= desvio padrdo; V= variancia; **p <0,01 (Teste log rank
(Mantel-Cox)) em relacdo ao grupo controle. A linha pontilhada indica o dia da
inoculagédo das proteinas (270 dias).

A analise de animais machos envelhecidos, de ambas as linhagens, inoculados com

as Hsp65 evidenciou TMS semelhante aos respectivos grupos controle (FIGURA 3A e C).

Em contraste, fémeas H,;, inoculadas com a proteina nativa apresentaram reducdo do TMS

(308 + 25 dias, p <0,01) comparado ao grupo controle (530 + 123 dias); ressalte-se que 40

dias apds a inoculagdo ocorreu a morte do dltimo individuo do grupo WT (FIGURA 3B). A
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analise dos valores de variancia mostrou uma reducdo marcante em fémeas envelhecidas da
linhagem H,;; (FIGURA 3B) inoculadas com a proteina nativa (V= 635) em relacdo ao grupo
mutante (V= 3822) e controle (V= 15293). De maneira oposta, na FIGURA 3D observa-se
que fémeas da linhagem Ly tratadas com 2,5 pg de Hsp65r WT apresentaram maior TMS
(615 + 46 dias, p <0,01) comparativamente aos camundongos do grupo K*®A e grupo
controle (442 + 97 dias e 441 + 72 dias, respectivamente), também apresentando reducao na
variancia (V= 2180) em relacdo ao grupo controle (V= 5328) e K*®°A (V= 9590).

Verificada a diminuicdo da sobrevida de fémeas envelhecidas Hy; apds a inoculacdo
da molécula nativa, comparou-se o efeito das proteinas recombinantes de Hsp65 em fémeas
adultas Hy;; (120 dias de idade), inoculadas com WT ou K*®A ou PBS (controle).
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FIGURA 4 — Influéncia do tratamento das proteinas WT e K*°A na sobrevida de fémeas adultas da
linhagem Hy;;. TMS= tempo médio de sobrevida; DP= desvio padrdo; V= variancia; *p
<0,05 (Teste log rank (Mantel-Cox)) em relacdo ao grupo K*®A. A linha pontilhada
indica a data de inoculagdo das proteinas (120 dias de vida).

A FIGURA 4 mostra reducdo no TMS de fémeas Hy;; adultas ap6s administracdo da
proteina WT (465 + 134 dias, p <0,01) comparativamente ao grupo K*®A (664 + 37 dias);
nesse grupo, a primeira morte ocorreu apds 247 dias da inoculagdo da molécula nativa e a
variancia estava reduzida em animais inoculados com a proteina mutante (V= 1422).

Durante a analise do TMS, os camundongos dos diferentes grupos experimentais
foram avaliados quanto ao aparecimento de sinais que indicariam alteracGes causadas pela
administracdo das proteinas, mas nenhuma mudanga foi observada (perda de peso, pilo-

erecao, ascite, etc.).
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4.3 Analise da producao de anticorpos anti-DNA

Para verificar possiveis alteracdes na producdo de anticorpos nos animais tratados
com as proteinas recombinantes de Hsp65, ensaios de deteccdo dos isotipos IgG1l e 1gG2a
anti-DNA foram realizados em camundongos H e L da Selecdo 111 (9 meses de idade) de
ambos 0s sexos (n= 5-8 animais/grupo) inoculados com 2.5 pg de Hsp65r WT ou K*®A ou
PBS (controle).

A producdo de anticorpos anti-DNA no soro pré-imune de animais envelhecidos Hy,,
machos e fémeas, foi semelhante (média de titulo do is6tipo 1gG1 de 4,56 + 0,25 log, e de
IgG2a de 6,33 + 0,44 logy); em ambos o0s sexos na linhagem L, a producdo foi semelhante
para 0s isétipos (2,79 + 0,50 logy).

A cinética de producéo dos isotipos 1gG1 e 1gG2a anti-DNA foi avaliada no processo
de envelhecimento de fémeas da linhagem Hy;,. Para o is6tipo 1gG1, apds 7 dias da inoculacdo
das Hsp, ndo se observaram diferencas significantes na producdo de anticorpos entre 0s
grupos inoculados e controle. J& aos 14 dias da inoculagdo das proteinas, notou-se aumento da
producdo de 1gG1 (p <0,01) no grupo K*®°A em relacdo ao grupo controle (FIGURA 5A),
mas reducdo desse isétipo em comparacdo ao soro pré-imune. A FIGURA 5B mostra que o

tratamento ndo influencia a cinética de producéo do isétipo 1gG2a.
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FIGURA 5 — Producéo dos isotipos 1gG1 e 1gG2a anti-DNA ap6s a inoculacdo de WT e KA em
fémeas envelhecidas da linhagem Hy,. Os titulos foram determinados por ELISA antes
da inoculagdo e 7 e 14 dias apds tratamento com as proteinas (pré-imune, 7dRP e 14dRP
respectivamente). **p <0,01 (Two-way ANOVA — p6s-teste Bonferroni).
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Ainda, foi analisado o balango de producdo dos iso6tipos 1gG2a/lgG1l anti-DNA em
camundongos envelhecidos Hy,. Nas fémeas, 14 dias ap6s a inoculacdo da molécula K*®°A,
ocorreu reducdo da razdo 1gG2a/lgGl anti-DNA (p <0,05, FIGURA 6A). Camundongos
machos mantiveram o balanco da producdo dos is6tipos nos diferentes tratamentos quando
comparados ao grupo controle (FIGURA 6B).
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FIGURA 6 — Razdo 1gG2a/lgG1 anti-DNA em animais envelhecidos da linhagem Hy, 14 dias apos
inoculagdo das Hsp65 WT e K*®A. *p <0,05 (Teste Tukey).

Como fémeas envelhecidas H;, apresentaram reducdo no TMS apds a inoculacéo da
proteina nativa, soros obtidos de fémeas adultas (4 meses de idade) da linhagem H,;, tratadas
com as proteinas recombinantes (4 animais/grupo) tiveram os isétipos IgG1l e IgG2a anti-
DNA titulados para comparacdo. A administracdo das proteinas ndo promoveu alteracdo na
producdo de IgGl e 1gG2a entre os grupos até o 33° dia analisado apds o tratamento; a
cinética da producdo dos anticorpos mostrou aumento de IgG1 (p <0,05 Two-Way ANOVA) e
lgG2a (p <0,001 Two-Way ANOVA) com o decorrer do tempo ap6s a administracdo das
proteinas e PBS (FIGURA 7A e B), ndo ocorrendo alteracdo na razdo 1gG2a/lgGl (FIGURA
7CeD).
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FIGURA 7 — Cinética de producdo de anticorpos anti-DNA (A e B) e razdo IgG2a/lgG1 anti-DNA (C
e D) em fémeas adultas da linhagem Hy;, inoculadas com a proteinas recombinantes WT
ou KA ou PBS (controle). Os titulos foram determinados por ELISA ap6s 13 e 33
dias da inoculagdo das proteinas (13dRP e 33dRP, respectivamente).

Também foi verificado o efeito das proteinas recombinantes de Hsp65 na producao
de anticorpos anti-DNA em camundongos envelhecidos da linhagem L. Machos e fémeas
ndo apresentaram altera¢fes na producdo dos isétipos 1gG1 e 1gG2a em relacéo aos diferentes
tratamentos a que foram submetidos, e a cinética ndo mostrou aumento significativo desses
anticorpos em ambos 0s sexos a partir do 7° dia em todos 0s grupos experimentais (dados ndo
mostrados).

4.4 Analise da producao de anticorpos anti-Hsp65 WT

Os isotipos 1gG1 e 1gG2a anti-Hsp65 foram quantificados em machos e fémeas
envelhecidos Hy; e Ly (n= 3-6 animais/grupo) que receberam 2,5 ug/animal da proteina WT,
K*°A ou PBS (controle).

A cinética de producdo de anticorpos foi verificada inicialmente em fémeas

envelhecidas da linhagem H,,. Referente ao is6tipo 1gGl, aos 7 dias da inoculacdo das
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proteinas ndo foram observadas alteracdes na producao desses anticorpos; ja aos 14 dias, foi
notado aumento da resposta (p <0,05) em relagdo ao grupo controle (FIGURA 8A). Néo
houve diferenca significativa na producéo de 1gG2a ap6s a inoculacio das Hsp65 WT e K*®°A
nos tempos analisados (FIGURA 8B).

Fémeas A Fémeas B
[1lgG1] [lgG2a]
101 101 [ Controle
 WT
84 = 81 _ — | O k4%
| = —_
EN BN
58 67 5 S 6
O ©o
@ o )
Iz 4 T2 4
ZE gE
© — © —
| H H H H |
O T T T 0 T T T
pré-imune 7dRP 14dRP pré-imune 7dRP 14dRP

FIGURA 8 — Cinética da producdo dos isotipos IgG1l e IgG2a anti-Hsp65 apds inoculacdo das
proteinas nativa ou mutante ou PBS (controle) em fémeas H,;; envelhecidas. Os titulos
foram determinados por ELISA apds 7 e 14 dias da inoculacdo das proteinas (7dRP e
14dRP, respectivamente). *p <0,05 (Two-way ANOVA — pds-teste Bonferroni).

Também foi analisada possivel alteracdo na razdo de producdo dos isétipos IgG1l e
lgG2a em fémeas envelhecidas da linhagem Hy,;. Houve redugdo da razdo 1gG2a/lgG1l anti-
Hsp65 apds a inoculacdo da proteina mutante (p <0,05, FIGURA 9), fato ndo observado em

machos (dados ndo apresentados).
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FIGURA 9 — Razdo 1gG2a/lgG1 anti-Hsp65 ap6s tratamento com as proteinas nativa ou mutante ou
PBS (controle) em fémeas H,;; envelhecidas 14 dias ap0s a inoculagdo. *p <0,05 (teste
de Tukey).

Em paralelo, foram avaliados os niveis de 1gG1 e IgG2a nos soros de fémeas adultas
Hyui inoculadas pela via intraperitoneal com 2,5 pg/animal das proteinas recombinantes ou

PBS (controle). Ndo foram observadas diferencas na producdo dos isétipos apds as
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inoculagdes das Hsp nativa e mutante K*®A no periodo analisado - 13 e 33 dias (FIGURA
10A e B) e nem na razdo 1gG2a/lgG1 (FIGURA 10C e D).
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FIGURA 10 - Cinética da producéo de anticorpos IgG1 (A) e IgG2a (B) e razdo 1gG2a/lgG1l (C e D)
apos o tratamento com as proteinas recombinantes ou PBS (controle) em fémeas Hy,
adultas. Os titulos foram determinados por ELISA apds 13 e 33 dias da inoculacéo das
proteinas (13dRP e 33dRP, respectivamente).

As dosagens de

IgG1 e

IgG2a anti-Hsp65 também foram realizadas em

camundongos da linhagem L, envelhecidos. Assim como para a dosagem de anticorpos anti-

DNA, fémeas e machos ndo apresentaram alteracGes na producdo de seus anticorpos anti-

Hsp65 nos diferentes grupos experimentais durante o periodo analisado (FIGURA 11).



43

Fémeas A Fémeas B
[1gG1] [lgG2a]
10+ 10+ [ Controle
= = B wr
> 87 > 3 [ k*°A
S k)
o 6 o 6
2 2
E E
% : H H H H % :
T T
© [
0 T T 0 T T
pré-imune 7dRP pré-imune 7dRP
Machos C Machos D
[1gG1] [lgG2a]
107 10 [ Controle
8 8 0 WT
e _ [ k*°A
S =3
52 67 59 67
g g
T2 41 T2 41
Z2E 2E
© = © —
0 T T 0 T T

pré-imune 7dRP 14dRP pré-imune 7dRP 14dRP

FIGURA 11 - Cinética da producédo dos isdtipos 1gG1 e IgG2a em fémeas e machos em processo de
envelhecimento da linhagem L,,. Os titulos foram determinados por ELISA antes e
apds 7 e 14 dias da inoculacéo das proteinas WT, K*®A ou PBS (pré-imune, 7dRP e
14dRP, respectivamente).

4.5 Avidez dos anticorpos 1gG anti-Hsp65 WT

A forca de ligacdo de anticorpos IgG contra a proteina Hsp65r WT foi verificada
através do indice de avidez de anticorpos produzidos pelos camundongos ap6s a inoculacdo
das proteinas nativa ou mutante de M. leprae ou PBS (grupo controle). Pools de soros
(duplicata) dos grupos experimentais de camundongos Hy, e L, foram quantificados e os

resultados séo apresentados a seguir.
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Sete dias ap6s o tratamento, machos H,, envelhecidos apresentaram indice de avidez
de 48,65 (4M KSCN) quando inoculados com a proteina mutante (FIGURA 12A), enquanto
que fémeas apresentaram um indice de 37,72 (4M KSCN) ap0s inoculagdo com a proteina
WT (FIGURA 12B). Anticorpos IgG em machos exibiram indice de avidez de 47,67 (grupo
controle), 51,30 (grupo WT) e 40,76 (grupo K*®A) ap6s 60 dias da administracio das

proteinas (FIGURA 12C) e fémeas ndo apresentaram diferencas significativas entre 0os grupos
experimentais (FIGURA 12D).
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FIGURA 12 — Capacidade de inibicdo da ligacdo dos anticorpos IgG contra a Hsp65r WT por
tiocianato de potassio em machos (A e B) e fémeas (C e D) envelhecidos da
linhagem H,, apds 7 (7dRP) e 60 (60dRP) dias da inoculacdo das proteinas WT ou
K*®A ou PBS (grupo controle). [KSCN]= concentragio de tiocianato de potassio

(em molar); *p <0,05em relacdo ao grupo controle (Two-way ANOVA — pds-teste
Bonferroni).
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Na linhagem L, foi observada diferenca significativa quanto a avidez de anticorpos
IgG somente nos soros de camundongos machos apds 33 dias da inoculacdo da proteina
KA (FIGURA 13A), apresentando indice de avidez de 43,23 (4M KSCN). Nos demais
periodos analisados — pré-imune e 7 dias apds a inoculagdo das proteinas — ndo foram

observadas alteracGes em ambos os sexos da linhagem (dados ndo mostrados).
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FIGURA 13 — Porcentagem da afinidade de anticorpos IgG contra a Hsp65r WT inibidos por KSCN
em machos (A) e fémeas (B) envelhecidos da linhagem L, apos 33 dias (33dRP) da
administracdo das proteinas WT ou K*®A ou PBS (grupo controle). [KSCN]=
concentracdo de tiocianato de potassio (em molar).

As mesmas dosagens foram realizadas para fémeas adultas da linhagem H,, tratadas
com as proteinas recombinantes de Hsp65r de M. leprae. A FIGURA 14 mostra as
concentracdes utilizadas de KSCN ndo foram capazes de romper as ligacfes dos anticorpos
IgG anti-Hsp65r WT num indice menor que 50%; porém, 13 dias ap6s a administracdo da
proteina nativa (FIGURA 14A), os individuos apresentaram uma maior inibicdo da ligagdo

dos anticorpos apds incubacdo com tiocianato de potassio, com indice de 85,79 (4M KSCN,
grupo controle) e 52,64 (4M KSCN, grupo WT; p <0,01).
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FIGURA 14 — Porcentagem de inibicdo da ligacdo dos anticorpos IgG contra a Hsp65r WT por KSCN
em fémeas adultas da linhagem Hy;; dos soros ap6s 13 (13dRP) (A) e 33 dias (33dRP)
(B) da administracéo das proteinas WT ou K*®A ou PBS (grupo controle). [KSCN]=
concentracdo de tiocianato de potdssio (em molar); **p <0,0lem relacdo ao grupo
controle (Two-way ANOVA — pds-teste Bonferroni).

4.6 Analise histopatoldgica

Para verificar se a inoculacdo das moléculas nativa e mutante de Hsp65r de M. leprae
desencadeou algum tipo de processo cronico-degenerativo evidenciado por alteragfes
morfologicas, foi realizada a andlise histopatoldgica de rins, baco, figado, pulméo e coragao
de fémeas de camundongos Hy, e Ly, 0s quais que apresentaram alteracdo no TMS. Esses
orgdos foram fixados em formaldeido 10% e apds inclusdo e consequente coloracdo foram
analisados e os resultados sdo mostrados a seguir.

Fémeas envelhecidas da linhagem H,, e inoculadas com a proteina Hsp65r WT
apresentaram infiltrado inflamatério nos rins e no figado (FIGURA 15A e B,
respectivamente), presenca de discreto colapso alveolar nos pulmdes (FIGURA 15C) e bago
com intensa atividade mitotica (FIGURA 15D). Nao foram observadas mudangas no masculo
esquelético cardiaco (dados ndo mostrados). Ressalta-se que, nos rins, o infiltrado
inflamatdrio é constituido de linfdcitos, plasmdcitos e poucos macréfagos (ANEXO A).
Fémeas do grupo controle e K*®A (ANEXOS C e E) apresentaram hepatite cronica e nefrite
intersticial, porém, aparentemente em menor grau que naquelas inoculadas com a proteina

nativa.
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FIGURA 15 — Andlise histopatol6gica em rim, figado, pulmdes e baco de fémeas Hy, envelhecidas
inoculadas com 2,5 pg de Hsp65r WT. (A) Fotomicrografia de rim apresentando
infiltrado inflamatério linfoplasmocitario intersticial (seta); (B) Fotomicrografia de
figado apresentando megal6citos (seta) e infiltrado inflamatério linfocitario em zona
3; (C) Fotomicrografia de pulmédo apresentando células com pigmentacgdo acastanhada
intracitoplasmatica em septo (seta); (D) Fotomicrografia de baco apresentando centro
germinativo reativo com linfoblastos e atividade mitdtica. A, C e D: aumento 20x; B:
aumento 40x. Coloragéo: H/E.

A analise histopatoldgica nos 6rgdos de fémeas envelhecidas da linhagem L, que
receberam 2,5 pg Hsp65r WT revelou a presenca de infiltrado inflamatério na pelve renal e
pulmdes (FIGURA 16A e C, respectivamente), hepatdcitos binucleados (FIGURA 16B) e
baco com hipoplasia folicular (FIGURA 16D). Como em fémeas envelhecidas da linhagem
Hu, ndo foram observadas mudancas quanto a distribuicdo e morfologia celular no coracao
desses individuos (dados ndao mostrados). Animais Ly mostraram presenca de hepatite
crénica multifocal, nefrose, hematopoiese extramedular esplénica e discreta congestdo
pulmonar e cardiaca (ANEXOS B, D e F).
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FIGURA 16 — Andlise histopatolégica em rim, figado, pulmdes e baco de fémeas L, envelhecidas
inoculadas com 2,5 pg de Hsp65r WT. (A) Fotomicrografia de rim apresentando
infiltrado inflamatorio linfocitario na regido de pelve (seta); (B) Fotomicrografia de
figado apresentando hepatdcitos binucleados (setas); (C) Fotomicrografia de pulmao
apresentando populacéo linféide peri-bronquiolar (MALT) (seta); (D) Fotomicrografia
de baco apresentando células hematopoiéticas imaturas (seta). A: aumento 40x; B-D:
aumento 20x. Coloracéo: H/E.
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5 DISCUSSAO

E evidente que a atividade do sistema imunoldgico altera-se com a idade e que essas
mudancas levam a uma deficiéncia na resposta a infeccdes e vacinas (EFFROS, 2007;
MCELHANEY e EFFROS, 2009). Modificagbes observadas durante o envelhecimento
incluem diminuigdo no ndmero absoluto de linfécitos T, aumento do nimero de células T
periféricas ativadas, reducdo de linfécitos T naives, mudancas na traducdo de sinais pelo
TCR, elevacdo nos niveis séricos de imunoglobulinas (principalmente IgA e IgG), diminuicdo
do namero total de linfocitos B, limitagdo da resposta protetora de anticorpos de alta
afinidade, ampliacdo da producdo de autoanticorpos e mudangca para um padrdo Th2 de
resposta de citocinas (GINALDI et al., 2001).

Concomitante a essas variagdes, 0 processo de envelhecimento pode aumentar a
predisposi¢cdo a processos cronico-degenerativos, seja por alteracdo na tolerancia ao proprio,
perda da integridade tecidual ou maior incidéncia de processos infecciosos que levam a
liberagdo de novos antigenos, ativacdo de linfocitos ndo responsivos (bystander activation) e
mimetismo molecular (OLSON; CROXFORD; MILLER, 2001). Linfocitos T e B primados
inicialmente por resposta a uma proteina viral ou bacteriana podem se reativar e
superestimular linfocitos CD4" ou CD8" além da capacidade do sistema, levando ao aumento
da producdo de anticorpos contra proteinas proprias (STACY et al., 2002; TSUMIYAMA,
MIY AZAKI; SHIOZAWA, 2009).

Baseando-se nos eventos da alteragdo do sistema imune no envelhecimento, na
incidéncia de processos cronico-degenerativos em individuos idosos (DORSHKIND;
MONTECINO-RODRIGUEZ; SIGNER, 2009; YUNG e JULIUS, 2008) e na participacdo da
Hsp65r WT na reducdo da sobrevida de camundongos lupicos (MARENGO et al., 2008), foi
verificada a acdo das proteinas recombinantes de Hsp65 de M. leprae em camundongos
envelhecidos das linhagens Hy, e Ly, populacdo geneticamente heterogénea e com
homozigose nos loci que controlam a producdo de anticorpos. Dessa forma, esse modelo
pareceu consistente para o estudo da participacdo dos anticorpos frente a moléculas altamente
conservadas, como as proteinas da familia das Hsp60, aventando-se a hipétese de que o0s
fendtipos se correlacionariam com alteracdes gerais e imunoldgicas nos individuos recebendo
Hsp65r.

A administracdo passiva da Hsp65r WT de M. leprae causou reducdo da sobrevida

de fémeas Hy, envelhecidas, com a primeira morte ocorrendo 18 dias apds a inoculagao
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(FIGURA 3B), indicando a interferéncia dessa proteina nesse grupo. Experimentos em
camundongos lupicos (MARENGO et al., 2008) e em modelos de Uveite Autoimune
Experimental (MARENGO et al., 2009) indicaram a participacdo das Hsp60 em
autoimunidades. Sendo assim, a Hsp65r WT de M. leprae parece atuar em sistemas biolégicos
em desequilibrio, ou entropia elevada, e/ou com processos cronico-degenerativos instalados,
como 0s possivelmente presentes no processo de envelhecimento nessas linhagens.
Comparativamente aos animais envelhecidos, a primeira morte em fémeas H;, adultas ocorreu
239 dias ap6s a administracdo da proteina nativa (FIGURA 4), periodo 13 vezes maior que as
fémeas envelhecidas; esse efeito mais pronunciado da proteina WT em camundongos
envelhecidos reforca a ideia da participacdo da molécula no decorrer do envelhecimento.

Em contrapartida, fémeas L, apresentaram aumento do TMS quando inoculadas
com a proteina nativa (FIGURA 3D), efeito possivelmente relacionado com o fenétipo de
baixa resposta de anticorpos. Individuos dessa linhagem possuem um limiar de producdo de
imunoglobulinas 18 vezes menor que camundongos Swiss, utilizados no inicio dessa selecdo
(BIOZZI et al., 1979), e baixa proliferacéo de linfocitos T, possivelmente ocasionada por um
defeito na expressédo do receptor de IL-2 ou em sua afinidade, o que prejudica sua capacidade
proliferativa, de maturacdo e consequente diminuicdo da resposta a epitopos apresentados
(CANTRELL e SMITH, 1983; REIS et al., 1992; SAITO et al., 1990).

Outro dado importante a ser considerado € a nao alteracdo do TMS de camundongos
machos, de ambas as linhagens. O sistema imunoldgico é regulado diferentemente nos dois
géneros pelos hormonios sexuais (BOUMAN et al., 2004) e tal dimorfismo na resposta imune
é positivamente relacionado com a diferente susceptibilidade a infec¢bes, doengas autoimunes
e incidéncia de tumores (OTTONELLO et al., 2002; SINGH; RAI; SINGH, 2005). H4 uma
dicotomia entre a imunidade de machos e fémeas aparentemente exibida em todos os aspectos
do sistema imunoldgico, uma vez que fémeas tém maior concentracdo plasmatica de
imunoglobulinas, forte ativacdo e maior nimero de células T CD4", niveis mais elevados de
citocinas do tipo Thl e uma maior resposta primaria e secundaria de anticorpos (AMADORI
et al., 1995; MICHAELS e ROGERS, 1971), sendo mais sensiveis ao tratamento submetido
nos experimentos aqui discutidos.

E importante ressaltar que as populacdes Fo desses camundongos sio geneticamente
heterogéneas: sua variacdo fenotipica (Vg) € devida a variancia genética (Vg) e a todos as
causas de variabilidade resultantes do meio, a varidncia ambiental (Va). A selecdo

bidirecional causou um aumento (H) e uma diminui¢cdo (L) progressivos nas médias de



51

resposta de anticorpos, acompanhados da reducdo da Ve em ambas as linhagens (BIOZZI et
al., 1979; SANT'ANNA et al., 1982). Entdo, a variancia (V) nesse modelo experimental é
dada, principalmente, pelas alteracdes causadas pela administracdo das proteinas Hsp65r WT
e sua mutante K*®A. A maior reducio da variancia foi observada em fémeas envelhecidas da
linhagem Hy;; inoculadas com a molécula nativa, responsavel pela abreviacdo da sobrevida
desses animais (FIGURA 3B), mostrando o impacto da inoculagcdo na morte desses animais e
excluindo-se a interferéncia de possiveis fatores externos no efeito observado. Vale ressaltar
que, nesse modelo animal, ndo se exclui a participacdo de fatores genéticos que venham a
alterar a resposta humoral dos camundongos das linhagens Hy;; e Ly;, como a deriva genética
durante o processo de selecdo, que pode ter modificado outros mecanismos além da producéo
de anticorpos; a epistasia, fendmeno no qual um ou mais genes alteram a expressao de outro,
também pode ser pautada desde que as mudancas geneticas causadas pela selecdo dos
camundongos influenciem nos subprodutos de outros genes e esses sobre a resposta a proteina
Hsp65 de M. leprae.

Nessas linhagens geneticamente selecionadas, os fendtipos opostos H e L ndo sdo
restritos a antigenos especificos e, portanto, incluem resposta imune a antigenos de natureza
diversa. Em camundongos, o0s is6tipos 1gG2a e 1gG2b sdo importantes ativadores de resposta
efetora, capazes de se ligar e ativar, in vitro, todos os receptores que reconhecem as cadeias v;
as funcgdes de 1gG1, 19gG2a ou 1gG2b séo dependentes do limiar de ativacdo de células do
sistema imunoldgico, determinada pela afinidade dos anticorpos e a alta ou baixa expressao
de receptores inibidores ou ativadores (NIMMERJAHN e RAVETCH, 2006). Baseando-se
nesse contexto, pode-se relacionar a taxa de produgdo dos isotipos I1gGl e IgG2a em
camundongos Hy, e L, com os fendtipos observados. Em fémeas envelhecidas Hy;, houve
reducdo na razdo 1gG2a/lgGl anti-DNA (FIGURA 6A) e anti-Hsp65 (FIGURA 9) apos a
inoculacdo das proteinas WT (ndo significativo) e K*°A (p <0,05) comparativamente ao
grupo controle, o oposto observado em camundongos predispostos a desenvolver lGpus
(MARENGO et al., 2008); esse desbalanco foi causado por um possivel reducdo da producéo
do isétipo IgG1 observado no 14° dia ap6s a inoculacdo, tempo que antecede a primeira morte
no grupo (18 dias).

Devido ao fato das fémeas H;;, em processo de envelhecimento apresentar reducdo da
sobrevida apds a inoculacdo da proteina nativa, resolveu-se comparar esse grupo com fémeas
adultas da mesma linhagem. A andlise das cinéticas de producdo dos is6tipos no grupo

experimental mostrou ligeiro aumento dos iso6tipos 1gG1 e 1gG2a anti-DNA e anti-Hsp65
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(FIGURA 7 e FIGURA 10, respectivamente) com o decorrer do tempo nos grupos
experimentais (controle, WT e K*®A). Esses animais ndo apresentaram mudanca na razio de
producdo dos isotipos anti-DNA e anti-Hsp65, mantendo o equilibrio de ativacdo/inibicdo do
sistema imune; a producdo dos anticorpos ndo foi influenciada pela administracdo das
proteinas, apresentando-se como um processo natural do avan¢o da idade nos animais. O
aumento gradativo na producdo dos isétipos anti-Hsp65 sugere que estes sejam indicadores de
envelhecimento e ndo que essas proteinas tivessem sido liberadas devido a um processo
crénico-degenerativo causado pela inoculacdo das moléculas.

Diferentemente dos animais H;j;, machos e fémeas envelhecidos da linhagem L ndo
apresentaram mudancas significativas na producdo de 1gG1 e IgG2a ap06s as inoculagdes com
as proteinas Hsp65r nativa e sua mutante K**A (FIGURA 11 e dados ndo mostrados). E
importante observar que esses individuos desenvolveram certa resposta humoral contra
dsDNA e Hsp65, indicando que no processo de envelhecimento possa ocorrer resposta de
anticorpos contra antigenos bacterianos e antigenos proprios, inclusive em individuos maus
respondedores.

Em camundongos lupicos, inoculacdo da proteina mutante anteriormente a nativa é
capaz de inibir, mas ndo reverter o efeito da proteina nativa na mortalidade desses animais,
comparativamente a camundongos que receberam inicialmente a proteina WT e depois a
KA, neutralizando o padréo de desequilibrio endégeno do lapus e apresentando um papel
protetor nessa doenca (MARENGO et al., 2008). Devido ao fato desse possivel papel protetor
da proteina mutante, esta foi inoculada em camundongos envelhecidos de ambos os sexos das
linhagens Hy;, e Ly para verificar seu papel no sistema imunoldgico. Surpreendentemente, 0s
animais inoculados com a proteina K*®A n&o apresentaram aumento no TMS em relacio ao
grupo controle ou inoculados com a proteina WT (FIGURA 3A-D); fémeas envelhecidas H
apresentaram aumento do isétipo 1gG1 anti-DNA quando inoculadas com a molécula mutante
(FIGURA 5A), mostrando que a alteracdo pontual nessa proteina leva a producdo e
reconhecimento mais especifico de anticorpos.

Varios tipos de interacdes ndo-covalentes contribuem para a ligacdo do anticorpo aos
antigenos, incluindo forcas eletrostaticas, pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals e
interacdes hidrofobicas e a importancia de cada uma dessas ligacdes depende da estrutura do
sitio de ligacdo de uma molécula de anticorpo e um determinante antigénico. A forca da
ligacdo entre apenas um sitio de ligacdo do anticorpo e um epitopo é chamado de afinidade do

anticorpo, comumente representada por uma constante de dissociagao que indica o quéo facil
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é de separar o complexo formado pelos dois componentes. Para IgG ou IgE, a ligagdo
envolve, no maximo, dois sitios de ligagdo (um em cada Fab); para a IgM pentameérica,
entretanto, uma Unica molécula de anticorpo pode se ligar a 10 sitios diferentes. Embora a
afinidade seja a mesma para um determinado epitopo, devem ser consideradas as ligacdes em
todos os sitios disponiveis (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007). De maneira geral, ndo
foram observados aumentos marcantes dos isotipos 1gG1 e 1gG2a reativos a componentes
nucleares ou a Hsp65r nos camundongos machos e fémeas da linhagem Hy;;, demonstrando o
fraco poder de ligacdo dos anticorpos as proteinas e a auséncia de resposta especifica. Para
verificar a capacidade de ligacdo desses anticorpos, realizaram-se ensaios de avidez de 1gG
anti-Hsp65.

A reducdo na avidez das ligagbes de IgG contra Hsp65r WT foi observada em
fémeas envelhecidas e adultas da linhagem Hy; inoculadas com a proteina nativa (FIGURA
12B e 14A, respectivamente), mostrando que a administracdo de uma substancia altamente
conservada ndo desencadeia, em primeira instancia, producdo de anticorpos de alta afinidade.
A maturacgdo de afinidade ocorre apds a imunizacdo com o antigeno, seguida de uma ou mais
doses de reforgo para que os linfocitos B de memoria passem a produzir anticorpos mais afins
ao antigeno administrado (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007). Isso explica o fato da baixa
reatividade observada nos isétipos 1gG1 e 1gG2a anti-Hsp65 em fémeas H,, (envelhecidas e
adultas) inoculadas com a proteina mutante, pois sua administracdo ndo foi capaz de levar a
producdo de anticorpos de alta avidez.

Mesmo assim, sdo as fémeas H e L que apresentaram a principal diferenca entre os
tratamentos: as Hy, com menor sobrevida, enquanto que as Ly, tém maior TMS apds a
administracdo da proteina nativa. Para buscar a possivel causa da morte desses individuos,
foram realizadas analises histopatologicas em diferentes 6rgdos. Fémeas envelhecidas Hyy
apresentam um quadro de hepatite cronica mais disseminada pelo tecido hepatico, hiperplasia
do baco e, diferente das fémeas Hy;, e L, dos outros grupos experimentais, grau mais elevado
de nefrose e nefrite crénica com infiltrado inflamatorio de plasmdécitos e macréfagos, além de
linfocitos (FIGURA 15); essa Ultima caracteristica € observada no Lupus Eritematoso
Sistémico (LIGHTSTONE, 2010), o que pode confirmar a participacdo das Hsp em processos
cronico-degenerativos e no desencadeamento de sinais clinicos semelhantes a essa doenga.

As Hsp estabelecem diferentes dialogos com o sistema imune, sendo alvos de
linfocitos T especificos e anticorpos em individuos jovens e presentes durante o curso de
autoimunidades (QUINTANA e COHEN, 2008). O manejo adaptativo de sistemas bioldgicos
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de acordo com mudancas ambientais & essencial para a sobrevivéncia dos organismos e as
moléculas de Hsp podem interferir quantitativamente e qualitativamente nos fenotipos imunes
submetidos a controles poligénicos independentes (resposta inflamatoéria, tolerancia
imunoldgica ou producdo de anticorpos). No envelhecimento, além da perda da capacidade de
controle do sistema imune, ha diminuicdo da expressdo de Hsp dependente dos chamados
Heat Shock Factors que se encontram comprometidos, implicando na reducdo da producao
dessas proteinas durante o estresse e no controle da homeostase celular. Além disso, a
apresentacao das Hsp por APC parece estar comprometida com o aumento da idade; assim, a
combinacdo desses fatores pode ser responsavel pela diminuicdo da imunorregulacao atraves
do reconhecimento de Hsp préprias (VAN EDEN et al., 2007). Entretanto, 0 aumento da
expressdo de Hsp e seus determinantes antigénicos podem evoluir ndo somente para um
mecanismo patogénico, mas também para a regulacdo de processos crénico-degenerativos
(RAJAIAH e MOUDGIL, 2009). Estudos sugerem que as Hsp sdo antigenos detectados por
células T reguladoras naturais, devendo ser apresentadas via moléculas do MHC-II
(NISHIKAWA et al., 2005); na periferia, as Hsp bacterianas ativam linfocitos T, mas
proteinas proprias causam tolerancia (PAUL et al., 2000).

De maneira geral, as proteinas apresentam efeitos pleiotrépicos nos sistemas
biolégicos, influenciando as respostas de diferentes tipos celulares e a producdo de outras
moléculas. A PLEIOTROPIA é descrita como o efeito de um Unico gene em multiplos
fendtipos ndo relacionados, em que um produto celular, por exemplo, é usado por varias
células ou tem uma funcdo de sinalizacdo em varios alvos. Como comentado anteriormente,
as Hsp interferem ndo somente na producdo de anticorpos, mas também na produgdo de
citocinas, ativacdo de diversos tipos celulares e na quebra da tolerdncia ao proprio,
apresentando um efeito pleiotropico no sistema imune. A TEORIA DO ENVELHECIMENTO
proposta por George C. Williams tem como base a pleiotropia, sugerindo que alguns genes
responsaveis pela aptiddo aumentada em jovens férteis contribuem para a diminuigdo dessa
aptiddo mais tarde na vida (WILLIAMS, 1957). As Hsp sdo essenciais na manutencdo da
homeostase celular, e as alteracdes em fatores reguladores durante o processo de
envelhecimento ocasionam aumento no erro metabolico e no acumulo de proteinas no
organismo, apresentando-se como toxinas.

Ilya Prigogine prop6s que sistemas bioldgicos adquirem um estado ordenado a partir
de configuragdes relativamente desorganizadas ao custo da irreversibilidade, agregando um

novo tipo de estado dindmico, definido como estrutura dissipativa (PRIGOGINE, 2003,
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1978). Como demonstrado anteriormente, a administracdo passiva da Hsp65r WT interferiu
no equilibrio enddgeno aumentando a entropia do sistema imunobiologico, verificado pela
morte precoce de camundongos lipicos. A seguinte equacdo linear foi proposta:
y=a+ A

Assim, a historia imunologica de um individuo (y) é Unica e irreversivel e
cumulativa; no agravamento continuo de um processo autoimune (a), ha aumento progressivo
na entropia (A;) que resulta na incapacidade de regeneracdo dos tecidos nos sistemas afetados;
0 A é o aumento da entropia ou desordem (sempre >0) e 0 i representa 0 nimero de episédios
autoimunes (MARENGO et al., 2008). Em camundongos da Sele¢do Ill, os quais ndo tém
pré-disposicdo a processos autoimunes naturais, a variavel “a” inclui os processos cronico-
degenerativos possivelmente incidentes no envelhecimento e “i” é dado pela somatoria dos
seguintes fatores moduladores da entropia: a) idade; b) sexo; c) taxa de producdo de
anticorpos; d) alteragbes celulares e moleculares encontradas na linhagem. Todos esses
elementos interferem na maneira como as Hsp interagem com o sistema imune de
camundongos bons respondedores; portanto, quanto maior a influéncia de “i”’, maior a energia
entrdpica, dificultando o reequilibrio da homeostase e contribuindo para a morte dos animais.

Apesar das diferencas na producdo de anticorpos ndo serem marcantes nos
experimentos realizados, talvez o dobro na producéo de anticorpos em fémeas Hy;; em relacédo
aos machos (BIOZZI et al., 1979), associado a mudancas que ocorrem no sistema imune, seja
suficiente para causar suas mortes. Paralelamente, a alta taxa de producdo dos anticorpos em
animais Hy;, além de aumentar a entropia do sistema, pode acarretar na afinidade reduzida
pela proteina, facilitando sua subsequente ligagdo a antigenos proprios. Em caso de
desbalanco da regulacdo devido a superestimulacdo por estresses ou inflamacdo, doencas
autoimunes podem emergir ou se agravar, como observado na ruptura do balan¢o no Lupus
Eritematoso Sistémico ap0s a inoculacdo da proteina Hsp65 WT em camundongos
susceptiveis a essa doenga (MARENGO et al., 2008; PROHASZKA e FUST, 2004). O
inverso ocorreu em fémeas L, tratadas com a molécula WT, as quais tiveram um aumento no
TMS, sugerindo que a baixa producdo de imunoglobulinas foi responsavel por controlar os
efeitos da proteina inoculada e proteger o sistema imune. Além disso, a linhagem L, pode
apresentar um mecanismo génico mais controlado de producdo de anticorpos e de suas acoes
no sistema imune, mantendo o balan¢o dos is6tipos, homeostase e o nivel de entropia nesses

animais.
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6 CONCLUSAO

Mais que um efeito do fendtipo da producdo de anticorpos frente a administracdo da
Hsp65r WT, o efeito pleiotrépico extenso do sistema imune e o aumento da entropia,
provocados pelo tratamento, causaram ampliacdo da desordem em fémeas Hyy, individuos que
devem apresentar naturalmente grau mais elevado de entropia. Além disso, o sistema imune
remodelado durante o processo de envelhecimento apresentaria maior grau de entropia e a
administracdo passiva da Hsp65r WT de M. leprae em fémeas envelhecidas causa
desequilibrio em um sistema que ndo se assemelha aquele de individuos jovens, originando
processos irreversiveis capazes de levar a morte. Como a histéria imunologica do individuo
envelhecido é complexa e influenciada por fatores ambientais enddgenos e/ou exogenos,
chega-se um determinado limiar que o sistema ndo € capaz de reequilibrar-se, levando a

morte.
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ANEXO A - Laudo histopatoldgico de fémea envelhecida H,,, inoculada com a proteina
nativa.

Instituto Veterinario de Imagem
Consultorio Veterinario De Martin - CNPJ 00.600.199/0001-99
Rua Agissé, 128 - Vila Madalena - 05437-010 - Sao Paulo
http:/fwww.ivivet.br - e-mail: info@ivi.vet.br
E(0XX11) 3034-5447
Radiologia - Ulira-sonografla com “doppler” coleride - Chologla Aspirativa gulada pelo Ulira-som
Laboratério Clinico - Microbiologia - Imunoflurescéncia - Necropsia e Histopatologia - Cardiclogia
Eletrocardiografia - Ecodopplercardiografia colerdde - Oncologia - Cllologla
Endoscopla e Colonoscopia - Medicina Nuclear [consultanc)

No. do Exame: 001213075
Data de Coleta: 14/06/2010
Espécie: Mus musculus (Linhagem Hy, - inoculada com 2,5 ug Hsp65r WT)
Idade: 1 ano

Género: fémea

Médico Vet.: Claudia Ferreira.

LAUDO HISTOPATOLOGICO
Avaliacdo macroscépica: enviados varias amostras de 6rgaos; inclusdo total da amostra, 1 bloco e 12

fragmentos. Técnica histologica: Hematoxilina-eosina.

Avaliacdo microscépica:

e Figado: presenca de hepatocitos arranjados em trabéculas, por vezes evidenciando células
grandes com nucléolo grande arredondado, cromatina grosseira e nucléolos evidenciados
(megaldcitos) e varias células binucleadas. Nota-se discreta degeneragdo vacuolar difusa,
dilatacdo vascular portal e discreto infiltrado inflamatorio multifocal com predominio de
linfécitos em zona 3;

e Baco: presenca de algumas células hematopoiéticas imaturas e reatividade em centros
germinativos com atividade mitética e linfoblastos;

e Rim: presenca de discreta degeneragdo epitelial tubular, por vezes com material amorfo e
eosinofilico intraluminal; infiltrado inflamatério de linfocitos, plasmocitos e poucos
macrofagos intersticial multifocal;

e Coracao: presenca de discreta congestao;

e Pulmdo: presenca congestdo discreta e focos de pigmentacdo acastanhada no citoplasma de

células de septos alveolares (hemossiderina);

Concluséo: hepatite crénica multifocal discreta; hematopoiese extramedular esplénica e hiperplasia
linfoide discreta; nefrite intersticial cronica e nefrose.

Responsavel pelo laudo: Dra. Claudia Ferreira dos Santos
Fone: 9868-3337 A

- Dra. Claudia F. Santos
E-mail: claufesan@uol.com.br CRMVISP 9231
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ANEXO B - Laudo histopatologico de fémea envelhecida L, inoculada com a proteina
nativa

Instituto Veterinario de Imagem
Consultério Veterinario De Martin - CNPJ 00.400.19%/0001-9%
Rua Agissé, 128 - Vila Madalena - 0543%-010 - SGo Paulo

mRE] http:/fwwwivivet.br - e-mail: info@ivivet.br
T F(0XX11) 3034-5447

|“‘
“ e ‘FJ, Radiclogia - Ulira-soncgrafia com "doppler” coloride - Cihologia Aspirativa gulada pelo Ulira-sem
Akl |
L) 3

Laboratério Clinico - Microblologla - Imunoflurescéncia - Necropsia e Histopalologia - Cardiclogia
Eletrocardiografia - Ecodopplercardiegrafia colorde - Oncologia - Cliclogia
Endescopla e Colonoscopla - Medicina Nuelear (consultdric)

£ .
No. do Exame: 001213076
Data de Coleta: 14/06/2010
Espécie: Mus musculus (Linhagem L, - inoculada com 2,5 pug Hsp65r WT)
Idade: 1 ano

Género: fémea

Médico Vet.: Claudia Ferreira.

LAUDO HISTOPATOLOGICO
Avaliacdo macroscopica: enviados varias amostras de 6rgdos; inclusdo total da amostra, 1 bloco e 8

fragmentos. Técnica histolégica: hematoxilina-eosina.

Avaliacdo microscopica:

e Figado: presenca de hepatcitos arranjados em trabéculas, raramente evidenciando células
grandes com nucléolo grande arredondado, cromatina grosseira e nucléolos evidenciados
(megaldcitos) e algumas células binucleadas. Nota-se dilatagcdo vascular portal e em zona 3,
além de minimo infiltrado inflamatdrio focal de linfécitos em zona 3;

e Baco: presenca de algumas células hematopoiéticas imaturas e hipoplasia folicular;

e Rim: presenca de discreta congestdo e dilatacdo vascular cortical; foco de infiltrado
inflamatdrio linfocitario em pelve;

e Pulmao: presenca de congestdo discreta;

e Coracdo: presenca de discreta congestao;

Concluséo: hepatite cronica focal discreta; hematopoiese extramedular esplénica; pielite cronica focal;

congestao pulmonar.

Responsavel pelo laudo: Dra. Claudia Ferreira dos Santos
Fones: 9868-3337

E-mail: claufesan@uol.com.br Dra. Claudia F. Santos
CRMV/SP 9231
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ANEXO C - Laudo histopatologico de fémea envelhecida Hy,, pertencente ao grupo

controle.
r . Instituto Veterindrio de Imagem
A e Consultdrio Veterindrio De Martin - CNPJ 00.4600.197/0001-9%
——— R Rua Agissé, 128 - Vila Madalena - 05439-010 - 5o Paulo

http:/fwwwivivet.br - e-mail: info@ivivet.br
e B(0XX11) 3034-5447

= Radiologia - Ulira-sonografla com “doppler” coleride - Chologla Aspirativa gulada pelo Ulira-som

F | Laboratério Clinico - Microbiologia - Imunoflurescéncia - Necropsia e Histopatologia - Cardiclogia

Eletrocardiografia - Ecodopplercardiografia colerdde - Oncologia - Cllologla
Endoscopla e Colonoscopia - Medicina Nuclear [consultanc)

No. do Exame: 001215070
Data de Coleta: 14/06/2010
Espécie: Mus musculus (Linhagem Hy, — grupo controle)
Idade: 1 ano

Género: fémea

Médico Vet.: Claudia Ferreira.

LAUDO HISTOPATOLOGICO
Avaliacdo macroscépica: enviados varias amostras de 6rgaos; inclusdo total da amostra, 1 bloco e 8

fragmentos. Técnica histologica: Hematoxilina-eosina.

Avaliacdo microscopica:

e Figado: presenca de hepatocitos arranjados em trabéculas, por vezes evidenciando células
grandes com nucléolo grande arredondado, cromatina grosseira e nucléolos evidenciados
(megaldcitos) e varias células binucleadas. Nota-se discreta degeneragdo vacuolar difusa,
dilatacéo vascular portal e minimo infiltrado inflamatério focal com predominio de linfdcitos
em zona 3;

e Rim: presenca discreto infiltrado inflamatdrio de linfocitos intersticial multifocal e na regido
de pelve renal,;

e Coracdo: presenca de discreta congestao;

e Pulmao: presencga congestdo discreta e focos de pigmentacdo acastanhada no citoplasma de
celulas de septos alveolares (hemossiderina).

e Baco: presenca de algumas células hematopoiéticas imaturas e discreta congestéo.

Concluséo: hepatite cronica multifocal discreta; nefrite intersticial cronica; congestédo pulmonar e

cardiaca.

Responsavel pelo laudo: Dra. Claudia Ferreira dos Santos
Fones: 9868-3337
E-mail: claufesan@uol.com.br

Dra. Claudia F. Santos
CRMV/SP 9231


mailto:claufesan@uol.com.br

76

ANEXO D - Laudo histopatologico de fémea envelhecida L,y pertencente ao grupo
controle.

Instituto Veterinario de Imagem
Consultorio Veterinario De Martin - CNPJ 00.600.199/0001-99
Rua Agissé, 128 - Vila Madalena - 05437-010 - Sao Paulo
http:/fwww.ivivet.br - e-mail: info@ivi.vet.br
E(0XX11) 3034-5447
Radiologia - Ulira-sonografla com “doppler” coleride - Chologla Aspirativa gulada pelo Ulira-som
Laboratério Clinico - Microbiologia - Imunoflurescéncia - Necropsia e Histopatologia - Cardiclogia
Eletrocardiografia - Ecodopplercardiografia colerdde - Oncologia - Cllologla
Endoscopla e Colonoscopia - Medicina Nuclear [consultanc)

No. do Exame: 001215071
Data de Coleta: 14/06/2010
Espécie: Mus musculus (Linhagem L, — grupo controle)
Idade: 1 ano

Género: fémea

Médico Vet.: Claudia Ferreira.

LAUDO HISTOPATOLOGICO
Avaliacdo macroscépica: enviados varias amostras de 6rgaos; inclusdo total da amostra, 1 blocoe 7

fragmentos. Técnica histologica: Hematoxilina-eosina.

Avaliacdo microscopica:

e Figado: presenca de hepatocitos arranjados em trabéculas, por vezes evidenciando células
grandes com nucléolo grande arredondado, cromatina grosseira e nucléolos evidenciados
(megaldcitos) e varias células binucleadas. Nota-se discreta degeneragdo vacuolar difusa,
dilatacdo vascular portal e discreto infiltrado inflamatorio multifocal com predominio de
linfocitos em zona 3 e portal;

e Rim: presenga infiltrado inflamatdrio discreto de linfdcitos intersticial multifocal e na regido
de pelve renal; discreta degeneracdo do epitélio tubular renal;

e Coracdo: presenca de discreta congestao;

e Pulmao: presencga congestdo discreta e focos de pigmentacdo acastanhada no citoplasma de
celulas de septos alveolares (hemossiderina);

e Baco: presenca de algumas células hematopoiéticas imaturas e reatividade em centros

germinativos com atividade mitética e linfoblastos; discreta congestao.

Concluséao: hepatite crénica multifocal discreta; nefrite intersticial cronica e nefrose; hiperplasia

linféide discreta e hematopoiese extramedular; congestdo pulmonar e cardiaca.

Responsavel pelo laudo: Dra. Claudia Ferreira dos Santos
Fones: 9868-3337
E-mail: claufesan@uol.com.br

Dra. Claudia F. Santos
CRMV/SP 9231
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ANEXO E - Laudo histopatologico de fémea envelhecida H;, inoculada com a proteina

mutante.
r . Instituto Veterindrio de Imagem
A e Consultdrio Veterindrio De Martin - CNPJ 00.4600.197/0001-9%
——— — Rua Agissé, 128 - Vila Madalena - 05439-010 - 5o Paulo

http:/fwwwivivet.br - e-mail: info@ivivet.br
e B(0XX11) 3034-5447

= Radiologia - Ulira-sonografla com “doppler” coleride - Chologla Aspirativa gulada pelo Ulira-som

F | Laboratério Clinico - Microbiologia - Imunoflurescéncia - Necropsia e Histopatologia - Cardiclogia

Eletrocardiografia - Ecodopplercardiografia colerdde - Oncologia - Cllologla
Endoscopla e Colonoscopia - Medicina Nuclear [consultanc)

No. do Exame: 001215072
Data de Coleta: 14/06/2010
Espécie: Mus musculus (Linhagem Hy,, — grupo inoculado com 2,5 pg/mL de Hsp65r K*®A)
Idade: 1 ano

Género: fémea

Meédico Vet.: Claudia Ferreira.

LAUDO HISTOPATOLOGICO
Avaliacdo macroscopica: enviados varias amostras de 6rgaos; inclusdo total da amostra, 1 blocoe 11

fragmentos. Técnica histologica: Hematoxilina-eosina.

Avaliacdo microscopica:

e Figado: presenca de hepatdcitos arranjados em trabéculas, por vezes evidenciando varias
células binucleadas. Nota-se discreta degeneragdo vacuolar difusa, dilatagdo vascular portal e
discreto infiltrado inflamat6rio multifocal com predominio de linfocitos em zona 3 e portal;
foco de pigmento acastanhado no citoplasma de alguns hepatdcitos;

e Rim: presenca de discreta degeneracdo do epitélio tubular renal;

e Coracdo: presenca de discreta congestao;

e Pulmdo: presenca congestdo discreta e focos de pigmentagdo acastanhada no citoplasma de
celulas de septos alveolares (hemossiderina);

e Baco: presenca de algumas células hematopoiéticas imaturas e discreta congestéao.

Conclusdo: hepatite crnica multifocal discreta; nefrose; hematopoiese extramedular esplénica;

congestdo pulmonar e cardiaca.

Responsavel pelo laudo: Dra. Claudia Ferreira dos Santos
Fones: 9868-3337
E-mail: claufesan@uol.com.br

Dra. Claudia F. Santos
CRMV/SP 9231
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ANEXO F — Laudo histopatoldgico de fémea envelhecida L, inoculada com a proteina
mutante.

Instituto Veterinario de Imagem
Consultorio Veterinario De Martin - CNPJ 00.600.199/0001-99
Rua Agissé, 128 - Vila Madalena - 05437-010 - Sao Paulo
http:/fwww.ivivet.br - e-mail: info@ivi.vet.br
E(0XX11) 3034-5447
Radiologia - Ulira-sonografla com “doppler” coleride - Chologla Aspirativa gulada pelo Ulira-som
Laboratério Clinico - Microbiologia - Imunoflurescéncia - Necropsia e Histopatologia - Cardiclogia
Eletrocardiografia - Ecodopplercardiografia colerdde - Oncologia - Cllologla
Endoscopla e Colonoscopia - Medicina Nuclear [consultanc)

No. do Exame: 001215074
Data de Coleta: 14/06/2010
Espécie: Mus musculus (Linhagem L, — grupo inoculado com 2,5 pg/mL de Hsp65r K*®A)
Idade: 1 ano

Género: fémea

Meédico Vet.: Claudia Ferreira.

LAUDO HISTOPATOLOGICO
Avaliacdo macroscépica: enviados varias amostras de 6rgaos; incluséo total da amostra, 1 blocoe 11

fragmentos. Técnica histologica: Hematoxilina-eosina.

Avaliacdo microscopica:

e Figado: presenca de hepatocitos arranjados em trabéculas, por vezes evidenciando células
grandes com nucléolo grande arredondado, cromatina grosseira e nucléolos evidenciados
(megaldcitos) varias células binucleadas. Nota-se discreta degeneracdo vacuolar difusa,
dilatacdo vascular portal e minimo infiltrado inflamatorio multifocal com predominio de
linfocitos em zona 3 e portal; foco de pigmento acastanhado no citoplasma de alguns
hepatdcitos; hiperplasia biliar focal,

e Rim: presenca de discreta degeneracdo do epitélio tubular renal;

e Coracdo: presenca de discreta congestao;

e Pulmao: presencga congestdo discreta e focos de pigmentacdo acastanhada no citoplasma de
celulas de septos alveolares (hemossiderina);

e Baco: presenca de algumas células hematopoiéticas imaturas e alguns macréfagos com

pigmento dourado intracitoplasmatico (hemossiderina).

Conclusdo: hepatite crnica multifocal discreta e hiperplasia biliar focal; nefrose; hematopoiese

extramedular esplénica; congestdo pulmonar e cardiaca.

Responsavel pelo laudo: Dra. Claudia Ferreira dos Santos
Fones: 9868-3337
E-mail: claufesan@uol.com.br

Dra. Claudia F. Santos
CRMV/SP 9231
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