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RESUMO

A asma alérgica ¢ uma doenca inflamatoria de alta prevaléncia, caracterizada por obstruir as
vias aéreas e que pode ser identificada por sintomas variaveis e recorrentes como: limitagdo do
fluxo de ar, tosse, dispneia e cansago. Estudos clinicos demonstraram que, com o progresso da
doenga, a inflamagdo recorrente das vias aéreas pode levar a repetidos ataques (crises de
exacerbagdo), bronco constricdo e hiper-reatividade bronquica. Essa inflamacdo pode ser
atribuida aos elevados niveis de lisofosfatidilcolina (LPC) nos pulmdes que, em individuos
asmaticos e modelos animais de asma, aumenta os niveis de enzimas fosfolipase A2 (PLA2),
que tem grande importancia no remodelamento das vias respiratorias. Observou-se que a
ativagdo da familia PLA2 ¢ um processo chave para a producao de precursores na biossintese
de mediadores inflamatdrios e quando inibida, oferece uma atrativa abordagem terapéutica no
desenvolvimento de novos agentes para o tratamento da asma. Diante desses fatos, o objetivo
deste trabalho foi analisar os efeitos fisiologicos de um fago expressando peptideo mimético ao
inibidor de PLA2 (F7-PLI) em um modelo experimental de asma alérgica induzida por
ovalbumina em camundongos Swiss webster. Foram utilizados 7 tratamentos diferentes (n=7
por grupo), contendo animais ndo asmaticos tratados com salina (SAL) e animais asmaticos
(OVA) tratados com Dexametasona, fago expressando um peptideo mimético ao inibidor de
PLA2 e fago selvagem, respectivamente. A asma foi induzida através da sensibilizagdo dos
animais por Ovalbumina e Hidréxido de Aluminio — AL (OH)3 que, em seguida, receberam um
desafio antigénico. Apdés 48h do ultimo desafio, foram analisados os parametros
eletrofisiologicos respiratorios dos camundongos e coletado o lavado broncoalveolar (BAL)
para analise dos metabolitos no FTIR. Os resultados foram expressos em média + EPM e
comparados por andlise de varidncia ANOVA. O volume corrente e volume minuto
apresentaram-se elevados nos animais asmaticos tratados com o fago (F7PLI) em comparagao
aos animais saudaveis (SAL). Assim, pode-se concluir que a inibicdo da enzima PLA2 em
camundongos sensibilizados com ovalbumina e tratados com peptideo mimético inibidor de
PLA2 pode melhorar a fungdo respiratoria destes animais, como consequente diminui¢cdo da

inflamacao das vias aéreas.

Palavras-chave: Asma; Inflamacao; Fosfolipase A2; Ovalbumina.



ABSTRACT

Allergic asthma is an inflammatory disease of high prevalence, characterized by obstructing the
airways and can be identified by variable and recurrent symptoms such as: airflow limitation,
cough, dyspnea and tiredness. Clinical studies have shown that, as the disease progresses,
recurrent airway inflammation can lead to repeated attacks (exacerbations),
bronchoconstriction, and bronchial hyperreactivity. This inflammation can be attributed to
elevated levels of lysophosphatidylcholine (LPC) in the lungs, which in asthmatic individuals
and animal models of asthma increases the levels of phospholipase A2 (PLA2) enzymes, which
is of great importance in airway remodeling. It was observed that the activation of the PLA2
family is a key process for the production of precursors in the biosynthesis of inflammatory
mediators and when inhibited, offers an attractive therapeutic approach in the development of
new agents for the treatment of asthma. In view of these facts, the objective of this work was
to analyze the physiological effects of a PLA2 inhibitor phage (F7-PLI) in an experimental
model of ovalbumin-induced allergic asthma in Swiss webster mice. Seven different treatments
(n =7 per group) were used, containing non-asthmatic animals treated with saline (SAL) and
asthmatic animals (OVA) treated with Dexamethasone, phage expressing a peptide mimetic
inhibitor of PLA2 and wild phage, respectively. Asthma was induced by sensitizing the animals
to Ovalbumin and Aluminum Hydroxide - AL (OH) 3 which then received an antigen challenge.
After 48h of the last challenge, the respiratory electrophysiological parameters of the mice were
analyzed and the bronchoalveolar lavage (BAL) was collected to analyze the metabolites in the
FTIR. The results were expressed as mean = SEM and compared by analysis of variance
ANOVA. The current volume and minute volume were higher in asthmatic animals treated with
F7PLI phage compared to healthy animals (SAL). Thus, it can be concluded that the inhibition
of the PLA2 enzyme in mice sensitized with ovalbumin and treated with peptide inhibitor PLA2
mimetic can improve the respiratory function of these animals, as a consequence of the

reduction of inflammation of the airways.

Keywords: Asthma; Inflammation; Phospholipase A2; Ovalbumin.
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1-INTRODUCAO

A asma ¢ uma doenca inflamatdéria cronica das vias respiratorias, que pode ser
caracterizada por lesdo epitelial, hiper-reatividade e obstrugdo das vias aéreas (GINA, 2018). O
estreitamento dessas vias pode ocasionar sintomas como producao excessiva de muco, tosse,
dispneia, cansago, ansiedade, taquicardia e aumento da pressao toracica (AKINBAMI et al.,
2012). O epitélio das vias aéreas ¢ composto por muitos componentes estruturais (Figura 1) e
células inflamatoérias, sendo que o nimero, a ativagdo € o componente secretor dessas células
apresentam-se alterados na doenca, como o elevado numero de eosinéfilos e linfocitos T na

camada subepitelial (JACOBESEN et al., 2014).

Figura 1. Corte transversal de um bronquio. O revestimento do epitélio respiratorio (E) e a mucosa sio
dobrados devido a contragdo de seu musculo liso (SM). Na arvore bronquica, a parede também ¢é circundada por
pedagos de cartilagem hialina (C) e contém glandulas seromucosas (G) na submucosa que drenam para o lumen.
No tecido conjuntivo ao redor dos bronquios podem ser vistas artérias e veias (V), que também se ramificam como
vasos menores na abordagem dos bronquiolos respiratorios. Todos os bronquios sdo circundados por tecido

pulmonar distinto (LT), mostrando os muitos espagos vazios dos alvéolos pulmonares.

4 .‘l o i
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Esta doenga ¢ considerada como um problema de grande impacto na saude publica
mundial, pois atinge cerca de 300 milhdes de pessoas no mundo e aproximadamente 50% dessas
vivem em paises em desenvolvimento com acesso limitado a remédios (PAWANKAR et al.,
2011). Além disso, a prevaléncia da asma na populagdo varia de acordo com o pais de
ocorréncia, como pode ser observado na Figura 2, variando de 0,2% na China ¢ 21% na
Australia (TO et al., 2012). No Brasil, dados do Ministério da Saude (2015) indicam que 6,4
milhdes de brasileiros sofrem com a doenca, que leva a cerca de 105 mil internagdes

hospitalares.

Figura 2. Prevaléncia mundial de asma clinica.

- t, - 2.5“ o

B -25%-50%
- 5.0%- 7.5%
| >7.5%- 10.0%
oo

:] No standardized data available

Fonte: TO et al., 2012.

A limitacdo no fluxo aéreo expiratorio ¢ uma caracteristica que pode ser utilizada na
classificacdo de severidade da asma em leve, moderada ou grave; e para isso, utiliza-se a
espirometria, técnica de avaliagdo funcional pulmonar, pela qual € possivel analisar a obstrucao
do fluxo aéreo e estimar a responsividade bronquica a tratamentos (GINA, 2016). Dessa forma,
a doenga ¢ classificada na Tabela 1, de acordo com as analises clinicas da frequéncia dos
sintomas, do volume expiratério maximo no primeiro segundo (FEV1) e da capacidade vital de

expiragado forcada (FVC) (SULAIMAN ALHASSAM et al., 2016).



Tabela 1. Classificacao da severidade da asma.

13

Asma Persistente

sintomas

Interferéncia nas
atividades normais

Fungio pulmonar (entre
exacerbacies)

Risco de exacerbacio

MNenhuma

FEV/FVC
Mormal

FEV =80%,

0-1/ano

Pouca himitagdo

FEV,/FVC
Mormal

FEV =80%

=2/ano

Alzuma limitacdo

FEV,/FVC
reduzido 5%

FEV, 60-80%

=2/ano

Componentes de Asma
P . . Leve Moderada Severa
Severidade Intermitente
Sintomas de i i i Fi Didrios &
i ] =2 dias/semana =2dias/semana Dharos :
Comprometimento continuos
: 2 5 : Frequente
Despertares noturnos <2x/meés -4/ meés =] /semana f 1
(Tx/semana)
Uso de medicamento e
S AT R Varias vezes ao
para controle dos =2dias/semana =2 dias/semana Didrio

dia

Extremamente
hmitado

FEV/FVC
reduzido = 3%

FEV <60%,

=2{ano

Fonte: Adaptado de SULAIMAN ALHASSAN, M. D. et al., 2016.

A asma pode ser causada por uma combinacao de interagdes genéticas e ambientais, que

vao desde a exposicao de individuos sensibilizados a alérgenos (pdlen, poeira, pelos de
animais), infec¢des virais, fumaga ou poluicdo, pratica de exercicios e obesidade (MILLER,
2008). De acordo com o Ministério da Satude (2015), os sintomas sdo mais comuns em criangas,
apesar de afetar todas as idades.

Os processos inflamatorios caracteristicos dessa doenca sao respostas fisiologicas do
organismo a diferentes estimulos, como infec¢des ou mecanismos imunologicos e a reagdo
inflamatoria pode ser caracterizada pela estimulacdo de sistemas mediadores humoral e celular
e pela liberacdo de uma grande variedade de mediadores inflamatorios, que resultam em
alteragdes microvasculares e de permeabilidade (ABBAS, 2015).

Estudos clinicos demonstraram que com o progresso da doenga, a inflamacgao recorrente

das vias aéreas pode levar a repetidos ataques (crises de exacerbagdo), bronco constricao e



14

hiper-reatividade bronquica (LEMANSKE & BUSSE, 2010). Estudos tem aumentado o
entendimento sobre a asma e a habilidade de controld-la de forma eficaz, proporcionando
diagnosticos precoces da doenca e implementacdes de terapias e medicamentos apropriados,
que reduzem significativamente o impacto socioecondmico desta e melhoram a qualidade de
vida do paciente (BATEMAN, 2008).

Por ser uma doenga cronica, mas variavel, tratamentos especificos para a asma devem
ser ajustados de acordo com a severidade apresentada, seja de forma aguda, durante as
exacerbagdes e cronicamente, no contexto da eliminagcdo ou reducdo dos sintomas
(LEMANSKE & BUSSE, 2010). A inalacdo de corticosteroides, medicamentos anti-
inflamatorios, € a principal forma de tratamento na reducdo dos sintomas da asma persistente,
tanto em adultos como em criangas (IV Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma, 2006).

Segundo Yoder (2014), a inflamagdo das vias aéreas pode ser atribuida aos elevados
niveis de lisofosfatidilcolina (LPC) nos pulmdes, um mediador lipidico, que em individuos
asmaticos (CHILTON et al., 1996; HALLSTRAND et al., 2007; TRIGGIANI et al., 2009) ¢
modelos animais de asma (SANE et al., 1996; CHUNG et al., 2004) aumenta os niveis de
enzimas fosfolipase A2 (PLA2) presentes.

Existem diversos protocolos de sensibilizagdo de animais, sendo mais utilizado o
modelo murinho, através da sensibilizacdo com ovalbumina (OVA) e hidréxido de aluminio
(Al(OH)3) pela via intraperitoneal (i.p.), com intervalo de 14 dias. O desafio com OVA foi feito
ap6s 7 dias, pela via intranasal (i.n.) para instilacdo, durante 3 dias consecutivos para os
modelos agudos (CONRAD et al., 2009). Os modelos murinos de asma desencadeiam uma
importante resposta alérgica Th2 e tem sido tteis para um melhor entendimento de processos
de mecanismo de doenca alérgica e testes pré-clinicos de novos farmacos, sendo os pardmetros
fisiologicos revertidos apds a melhoria da doenca pelo tratamento com fago expressando um
peptideo mimético inibidor de PLA2 (MRUWAT et al., 2013).

A ativagdo da familia PLA2 ¢ um processo chave para a producdo de precursores na
biossintese de mediadores inflamatdrios lipidicos e a inibicdo dessa enzima pode resultar na
supressao de trés classes importantes de lipidios inflamatorios (prostaglandinas, leucotrienos e
fator de ativagdo de plaquetas), os quais oferecem uma atrativa abordagem terapéutica no
desenvolvimento de novos agentes para o tratamento de inflamagdes e lesdes teciduais
(HELLER et al.,, 1998). Proteinas inibidoras de PLA2 podem ser obtidas do plasma de serpentes
peconhentas e ndo-pegonhentas, denominadas PLIs (FORTES-DIAS, 2002; QUIROS et al.,
2007). Especificamente, as PLIs catalisam a hidrolise da ponte de éster de fosfolipidios e geram

acidos graxos e lisofosfolipidicos, que ao serem liberados, agem como mensageiros secundarios
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e precursores de eicosanoides, potenciais mediadores de inflamacao (DENNIS, 1997; BURKE
& DENNIS, 2009).

De acordo com os aspectos estruturais, os inibidores de PLA2 podem ser classificados
em trés classes: a, B e y (INOUE et al., 1991; THWIN et al., 2002). Os inibidores da classe y
(YPLIs) sao glicoproteinas acidas com peso molecular entre 90 e 130 kDa (FORTES-DIAS et
al., 1994; OHKURA et al., 1994; PERALES et al., 1995). Essas glicoproteinas demonstraram
grande potencial inibidor contra diferentes classes de PLA2, por sua capacidade de reconhecer
a dobra de ligagdo de calcio nessas enzimas (DUNM & BROADY, 2001). Os inibidores tipo y
possuem uma regido comum que reconhecem PLA2 e consequentemente, sao capazes de inibir
suas atividades. Uma regido parcialmente similar foi encontrada na sequéncia primaria da
proteina YCdcPLI (GIMENEZ et al.,, 2014), e a partir dessa, o fago F7-PLI, contendo um
peptideo recombinante mimético ao inibidor de PLA2 foi selecionado através da tecnologia de
phage display. O inibidor recém-relatado e seu uso sao reivindicados sob o pedido de patente
BR1020160309468, 29 de dezembro de 2016, com autoria de GIMENEZ et al. (2014).

Peptideos selecionados por meio dessa técnica possuem similaridades fisico-quimicas
que permitem sua utilizagdo como mimetopos, que sdo peptideos diferentes de seu ligante
natural, mas capazes de mimetizar o epitopo natural, os quais tem as mesmas propriedades
imunogénicas que seu determinante e assim, certa sensibilidade e especificidade a determinados
alvos, 0 que permite sua aplicagdo em métodos diagndsticos e terapéuticos (VODINIK et al.,
2011; ALMEIDA, 2015). A selecdo dos peptideos de interesse ¢ feita em uma biblioteca de
apresentacdo em fagos, uma mistura complexa de clones de fagos que exibem peptideos
aleatorios, proteinas estranhas ou dominios de proteinas geneticamente fundidos com proteinas
da superficie do fago (SMITH & PETRENKO, 1997). Os fagos filamentosos com peptideos
exibidos fundidos ao terminal N das proteinas da superficie de p3 ou p8 sdo tipicamente
utilizados (BRATKOVIC, 2010). Assim, bibliotecas de apresentagdo em fagos comercialmente
disponiveis tem como base o fago filamentoso M 13 (Ph.D.TM-C7C; New England Biolabs) ou
fago F7 especifico utilizado. De acordo com Vodnik (2011), grandes populagdes de fagos
podem ser rastreadas em um processo chamado biopanning para produzir ligantes que exibem
o comportamento alvo desejado e os clones destes fagos sdo incubados com a molécula alvo
imobilizada. Os fagos nao-ligantes (fagos selvagens) sao entao removidos por multiplos passos
de lavagem e os fagos ligados ao alvo sdao recuperados por diferentes estratégias de eluigdo.
Dessa forma, o fago F7PLI pode ser utilizado na observacao dos efeitos fisiolégicos na via de

inibi¢cao da enzima PLA2.



16

Considerando que a inibicdo da enzima PLA2 ¢ capaz de reduzir reagdes inflamatorias,
que sdo frequentes em individuos asmadticos € que os mecanismos patofisioldgicos que
desencadeiam esta condi¢do ainda nao foram descritos, ¢ essencial o desenvolvimento de
modelos experimentais para caracterizagdo da asma, conhecimento dos mecanismos
moleculares que provocam as reacoes inflamatorias e para avaliagao da atuacdo da PLA2 nesse
sistema, possibilitando o desenvolvimento de novos tratamentos para a doenga e visando uma

melhoria na qualidade de vida de pacientes asmaticos.

1.3 - Objetivos
O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos de um bacteriofago em fusdo ao inibidor
de PLA2 (F7-PLI) em modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina (OVA) em

camundongos.

1.3.1 - Objetivos especificos
- Instilar o camundongo com um bacteridfago contendo o peptideo mimético ao inibidor
especifico conjugado em sua superficie, para verificar o efeito deste como veiculo;
- Analisar o perfil proteico e lipidico do lavado broncoalveolar (BAL) por meio de

espectroscopia FTIR.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Aspectos éticos

O protocolo experimental estd de acordo com os principios éticos de experimentagao
animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU) protocolo 144/16. Todo o processo de coleta, manuseio dos materiais bioldgicos e
reagentes, bem como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas

de biosseguranga descritas por Mineo et al. (2005).

2.2 - Local do estudo

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de
Biotecnologia (IBTEC), no Laboratorio de Fisiologia Geral do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICBIM) e no Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal - ARFIS da
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Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob orientagdo do Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart
Filho e Co-orientacdo do Prof. Robinson Sabino da Silva. Os testes foram realizados em
camundongos do Centro de Bioterismo e Experimentagdo em Animais (ARFIS) da
Universidade Federal de Uberlandia, sob responsabilidade do Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart
Filho.

2.3 - Caracterizacao e tamanho da amostra

O calculo do tamanho da amostra foi realizado de acordo com Sampaio (2007) o qual é
baseado nos valores médios e desvio padrdao dos dados da varidvel mais instavel a ser medida.
Portanto, foram utilizados os dados de analise de bronquite em modelos de asma que tiveram
modulacdo da via de fosfolipases do estudo de Shoseyov et al. (2005).

FORMULA (SAMPAIO, 2007): variacdo da média =t x sd/\n

Onde: t (valor tabelado de acordo com Sampaio (2007); sd (desvio padrao); n (nimero
de animais a ser utilizado).

Intervalo de confianga da média = 30%

Variavel Média Desvio IC =30%

CystLT 23 9,1 6,9

CALCULO:
6,9=2x9,1/vn
\n=18,2/6,9
(\n)2= (2,64)
n=7,01

Desta forma, para compor a amostra o nimero de animais foi dividido aleatoriamente

em sete grupos experimentais:

Grupo 1) Nao asmaticos tratados com salina (SAL): camundongos sensibilizados com veiculo

e tratados com veiculo (salina estéril 0,9%); n=7.

Grupo 2) Asmaticos tratados com salina (OVA): camundongos sensibilizados com ovalbumina

e tratados com veiculo (salina estéril 0,9%); n=7.

Grupo 3) Asmaticos tratados com Dexametasona (OVA + DEXA): camundongos
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sensibilizados com ovalbumina ¢ tratados com dexametasona (DEXA); n=7.

Grupo 4) Nao asmaticos tratados com fago expressando peptideo inibidor de PLA2 (PEP):
camundongos sensibilizados com salina e tratados com fago expressando peptideo mimético

inibidor de PLA2 (F7-PLI); n=7.

Grupo 5) Nao asmaticos tratados com fago selvagem (SELV): camundongos sensibilizados

com salina e tratados somente com fago selvagem (Selv); n=7.

Grupo 6) Asmaticos tratados com fago expressando peptideo inibidor de PLA2 (OVA + PEP):
camundongos sensibilizados com ovalbumina e tratados com fago expressando peptideo

mimético inibidor de PLA2 (F7-PLI); n=7.

Grupo 7) Asmaticos tratados com fago selvagem (OVA + SELV): camundongos sensibilizados

com ovalbumina e tratados com fago selvagem (Selv); n=7.

2.4 — Animais

Foram utilizados camundongos Swiss Webster machos de 8 - 12 semanas de idade,
pesando de 20 - 40g, obtidos junto ao Centro de Bioterismo e Experimentagdo em Animais
(CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia. Os animais foram acondicionados ao biotério
nas seguintes condi¢des: a) ciclo claro/ escuro de 12 horas; b) temperatura ambiente 23 + 2°C;
c) oferta plena de dgua e ragdo para roedores e d) alojados em gaiolas com no maximo 5

individuos.
2.5 - Metodologia

2.5.1 — Obtencao do peptideo mimético inibidor

A obtencdo de bacteriofagos filamentosos (fagos) foi realizada a partir da biblioteca

PhDC7C Phage Display Peptide Library (New England BioLabs®). Os fagos expressando o
peptideo mimético inibidor de PLA2 (F7-PLI), foram amplificados em cultura de Escherichia
coli ER2738 e, posteriormente, quantificados. Foi preparado o meio LB na proporcdo de 0,2g
de LB para cada 10 mL e o mesmo autoclavado (utilizou-se 60 mL de meio). No fluxo laminar,
adicionou-se tetraciclina ao meio LB total autoclavado (1 pL de tetraciclina para cada 1 mL de
meio). Em seguida, as bactérias E. coli ER2738 foram adicionadas ao meio LB em um

erlenmeyer para amplificagdo dos fagos F7PLI. Incubou-se a 37°C a 250 rotagdes por minuto
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(rpm) até atingir a D.O. ~ 0,3 em 600y e em seguida adicionou-se 10 pL de fago de um backup
e incubou novamente a 37°C, sob agitacdo de 250 rpm overnight.

No dia seguinte, uma centrifugacéo foi realizada a 11000 rpm a 4°C e o sobrenadante
foi transferido para outro tubo de centrifuga, onde acrescentou-se 1/6 do volume de PEG e
incubou novamente overnight, a 4°C. No terceiro dia de purificagdo, o tubo foi centrifugado a
13000 rpm por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi diluido em
1 mL de PBS e transferido para um microtubo de 1,5 mL para nova centrifugacao (14000 rpm,
10 minutos, 4°C). O sobrenadante dessa centrifugagdo foi transferido para um novo microtubo
de 1,5 mL para retirar qualquer residuo de bactérias e adicionou-se 1/6 de PEG, para incubagao
por 1h em gelo e posterior centrifugacdo a 14000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 200 uL. de PBS e homogeneizado antes de ser
centrifugado a 14000 rpm novamente, durante 1 minuto a 4°C. Finalizada essa etapa, transferiu-
se o sobrenadante para outro microtubo e os fagos foram utilizados na determinagdo do titulo
pela infec¢do em E. coli ER2738, processo no qual se quantifica os fagos presentes na amostra.

Para a quantifica¢ao do fago F7-PLI, 10 uL do sobrenadante foi diluido em 990 pL de
PBS 1x estéril (autoclavado). Selecionou-se a absorbancia de 269/320 no espectrofotometro e
foi adicionado 1 mL de PBS 1x (estéril) a cubeta para mensurac¢ao do branco (Blank). Apds a
leitura do blank, a cubeta foi lavada e mensurou-se a amostra de fago (10 pL). Os resultados
obtidos foram colocados na seguinte formula e divididos nas doses corretas a serem aplicadas

nos animais, que corresponde a 1 x 10! fagos/ dose (dose/animal = 25uL).

Fago/uL = (A269 — A320) x 6 x 1011

0,7222

2.5.2 — Obtencao do falgo selvagem

Como controle negativo das reagdes nos ensaios imunoenzimaticos foi utilizado o fago

® .
M13 (New England BioLabs ). Esse fago ¢ usado como controle ou para titulagao dos estoques
de fagos por ndo apresentar peptideo fusionado na plIl do capsideo viral. Os procedimentos de
amplificacao e quantificacdo do fago selvagem foram os mesmos utilizados para os fagos

selecionados expressando o peptideo mimético inibidor de PLA2 (F7-PLI).
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2.5.3 - Modelo experimental de asma alérgica

Todos os animais receberam imunizagdo sist€émica por meio de administragdo
subcutanea (s.c.) de ovalbumina (OVA) (50 pg/animal) (Sigma Chemical) e hidroxido de
aluminio (AI(OH)3) (5 mg/animal) (Alfa Aesar) diluido em solugdo salina (estéril 0,9%) com
volume final de 200 pl nos dias 0, 7 e 14 do experimento (CONRAD et al., 2009). Nos dias 21,
22 e 23, todos os animais foram anestesiados com uma inje¢do anestésica intraperitoneal (i.p)
de Xilazina (12 mg/kg) (Ceva) e Cetamina (80 mg/kg) (Ceva) para que fossem realizados os
desafios antigénicos através da administragdo intranasal (i.n) de OVA (25 pg/25 pl). Nos
animais controles foram inoculados o mesmo volume de solucao salina (veiculo).

Os animais dos grupos (Grupo 3), (Grupo 4), (Grupo 5), (Grupo 6) e (Grupo 7)
receberam tratamento pela via intranasal, por instilagdo, 60 minutos apos cada desafio
antigénico com as respectivas doses: Dexametasona (2 mg/kg; i.p) (Farmace), fago expressando

peptideo mimético ao inibidor de PLA2 (F7-PLI) (25uL) e selvagem (25uL).

Figura 3. Esquema ilustrativo do modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina e tratamentos com fago
expressando peptideo mimético inibidor de PLA2 (F7-PLI) e fago selvagem. SAL: salina; OVA: ovalbumina;
AI(OH);: hidréxido de aluminio; DEXA: dexametasona; PEP: fago expressando peptideo mimético inibidor de
PLA2 (F7PLI); SELV: fago selvagem,; s.c.: subcutanea; i.n.: instilacdo nasal. Camundongos foram sensibilizados
nos dias 0, 7 e 14 com uma inje¢ao subcutanea de OVA combinada com hidroxido de Aluminio. Nos dias 21, 22
e 23, os animais foram desafiados com instilagdo nasal de OVA e 60 minutos depois, receberam tratamentos via

instilacdo nasal. Quarenta e oito horas ap6s o desafio com OV A (dia 25), os parametros eletrofisioldgicos foram

avaliados.
Tratamento (i.n.)
DEXA (2mg/kg)
PEP (2ug/kg)
SELV (2ug/kg)
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2.5.4 - Avaliacao dos Parametros Eletrofisiologicos

Apo6s 48h do ultimo desafio, os animais foram anestesiados com uma injecao
intraperitoneal (i.p) de xilazina (12 mg/kg) (Ceva) e cetamina (80 mg/kg) (Ceva) e submetidos
a analises eletrofisiologicas de parametros respiratorios. Para andlises desses parametros, os
animais foram mantidos por 3 minutos em um sistema de ventilacdo ligado ao sensor de
espirdmetro para avaliacao da fun¢do pulmonar. Através desta medicdo, coletou-se os volumes
pulmonares (volume corrente, frequéncia respiratoria e volume minuto), dados essenciais na
caracterizacdo do estado fisiopatologico dos pulmdes e estes foram descritos em volts,
convertidos em mililitros (10 v — 1 ml) e enviados para o Power Lab 4/30 Stimulator

(ADlInstruments) para obtengao dos registros dos parametros.

2.5.5 - Obtencio do lavado bronco alveolar

48 horas apos o ultimo desafio antigénico, os animais foram anestesiados com xilazina
(12 mg/kg) (Ceva) e cetamina (80 mg/kg) (Ceva) e foi realizada a coleta do lavado bronco
alveolar (BAL), através da exposicao da traqueia e inser¢do de uma seringa de 1 mL. O pulmao
foi lavado cinco vezes com Phosphate Saline Buffer (PBS) em volume final de 1 mL e o lavado
broncoalveolar recolhido foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a 5°C. O sobrenadante

foi recolhido, aliquotado e armazenado em ultra freezer (-80°C).

2.5.5 - Coleta de tecido pulmonar

Assim que o BAL foi coletado, foi realizada uma incisao no ventriculo esquerdo do
coracdo dos animais para coleta de sangue e, consequentemente, limpeza do oOrgdo.
Posteriormente, o pulmao foi retirado, o lado esquerdo foi colocado em solugdo de

paraformaldeido 4% e o lado direito foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido.
2.5.6 - Determinac¢io de biomarcadores pulmonares por meio de FTIR
Considerando que a espectroscopia no infravermelho ¢ uma das mais importantes

técnicas analiticas disponiveis atualmente, avaliou-se a composicao do BAL utilizando o

espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em regides com espectro
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eletromagnético entre 4000 cm™' e 400 cm!. Estas técnicas permitem identificar com grande
acurdcia as terminag¢des C-H, O-H e N-H de proteinas, a composicao lipidica e compostos
glicidicos. Dois microlitros das amostras foram inseridos diretamente no cristal e apds
protocolo de secagem (jato de ar por 3 minutos), foi realizada a aquisi¢ao dos espectros.

Os dados foram normalizados pelo método do vetor, tiveram suas linhas de base
corrigidas e posteriormente realizou-se a andlise da area das bandas obtidas no espectro através
do programa Opus 6.5 (Bruker) e em seguida, foram salvos em formato txt e os graficos

plotados no programa Origin Pro 9.0.

2.5.7 — Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = E.P.M. (Erro Padrao da Média) e foram
comparados por meio de andlise de varidncia ANOVA de uma via para dados independentes,
utilizando-se o pos-teste de Tukey para multiplas comparacdes. Essas andlises foram feitas com
o auxilio do programa computacional GraphPadPrism versiao 5.0 utilizando o nivel de

significancia de 5% (valor descritivo de p< 0,05).

3. RESULTADOS

3.1 Avaliacoes Parametros Eletrofisiologicos Respiratorios

Na anélise do volume corrente (Figura 4), foi observado que os animais tratados com
OVA + DEXA, OVA+ PEP e OVA + SELV apresentaram um aumento do volume corrente de
ar nos pulmdes (p<0,05 em todos os grupos) em relagdo aos grupos controle (SAL) (*diferenca
em relacdao ao grupo controle salina). O grupo SELV apresentou maior efeito de tratamento e,
consequentemente, maior volume corrente, demonstrando ser capaz de controlar a crise

asmatica.

Figura 4. Avaliacdo do volume corrente. Animais ndo asmaticos com controle salina (SAL), Animais
asmaticos nao tratados (OVA + SAL), Animais asmaticos tratados com Dexametasona (OVA + DEXA), Animais

asmaticos tratados com fago selvagem (OVA + SELV), Animais asmaticos tratados com F7-PLI (OVA + PEP).
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Dados apresentados por média + E.P.M. e analisados por One-way ANOVA seguido
por Mann-Whitney test (*p<0,05 para analises comparadas ao grupo controle (SAL)).

A frequéncia respiratoria (Figura 5), ndo foi alterada entre os grupos (p>0,05), no
entanto, os grupos tendem a uma diminuigdo da frequéncia apdés a administracdo dos
tratamentos com DEXA, SELV e PEP, quando comparados aos grupos controle (SAL) e
asmaticos (OVA + SAL).

Figura 5. Avaliagdo da frequéncia respiratoria. Animais ndo asmaticos com controle salina (SAL),
Animais asmaticos nao tratados (OVA + SAL), Animais asmaticos tratados com Dexametasona (OVA + DEXA),
Animais asmaticos tratados com fago selvagem (OVA + SELV), Animais asmaticos tratados com F7-PLI (OVA
+ PEP). Dados apresentados por média + E.P.M. analisados por One-way ANOVA seguido por Mann-Whitney test

(*p<0,05 para andlises comparadas ao grupo controle (SAL)).
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Quanto ao registro do volume minuto (Figura 6), observou-se que os animais asmaticos
(OVA) tratados com DEXA, SELV e PEP apresentaram um aumento (p<0,05 para todos) em
relagdo aos animais do grupo controle (SAL). Além disso, os animais do grupo OVA + PEP

apresentaram significancia (p<0,05) com relagdo ao grupo controle (SAL).

Figura 6. Avaliacdo do volume minuto (Volume Corrente x Frequéncia). Animais ndo asmaticos com
controle salina (SAL), Animais asmaticos ndo tratados (OVA + SAL), Animais asmaticos tratados com
Dexametasona (OVA + DEXA), Animais asmaticos tratados com fago selvagem (OVA + SELV), Animais
asmaticos tratados com F7-PLI (OVA + PEP). Dados apresentados por média = E.P.M. analisados por One-way
ANOVA seguido por Kriskall-Wallis test (*p<0,05 para analises comparadas ao grupo controle (SAL)).
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3.2 Anilises Complementares dos Parametros Eletrofisiologicos Respiratorios

Foi feita uma analise complementar dos parametros eletrofisioldgicos respiratorios para
os grupos de animais nao asmaticos, com o objetivo de visualizar as respostas dos fagos
utilizados PEP e SELV, F7-PLI e Selvagem respectivamente, ¢ do veiculo (Salina) quando
atuando de forma isolada. Analisou-se o volume corrente (Figura 7 A), os animais do grupo de
tratamento PEP apresentaram aumento volume de ar (* p<0,05) quando comparado aos animais
do grupo controle (SAL). As andlises dos animais do grupo tratado SELV mostraram
diminui¢do (*p> 0,05) quando comparadas com o grupo controle (SAL). No entanto, o grupo
tratado PEP apresentou aumento (# p< 0,05) com relacdo ao grupo tratado SELV. A frequéncia
respiratoria analisada (Figura 6 B), ndo se apresentou alterada quando comparada entre os
grupos (p>0,05 em todos os grupos). Ao analisar os dados do volume minuto (Figura 6 C), os

animais do grupo de tratamento PEP apresentaram aumento (* p< 0,05) quando comparados
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aos animais do grupo controle (SAL), enquanto os animais do grupo tratado SELV

apresentaram diminui¢do (*p> 0,05) quando comparadas com o grupo controle (SAL).
Figura 7. Avaliacdo do volume corrente (A), Frequéncia (B) e Volume Minuto (Volume Corrente
x Frequéncia) (C). Animais ndo asmaticos com controle salina (SAL), Animais ndo asmaticos
tratados com fago selvagem (SELV), Animais ndo asmaticos tratados com F7-PLI (PEP). Dados
apresentados por média + E.P.M. de 36 animais analisados por One-way ANOVA (* p<0,05 para

analises comparadas ao grupo controle (SAL); # p<0,05 para andlises comparadas com o grupo

SELV).
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3.3 Determinacio de biomarcadores pulmonares por meio de FTIR

As bandas espectrais obtidas a partir da andlise pelo FTIR nas amostras de BAL,
apresentam varios picos de absorbancia (Figura 8), dentre os quais o pico de absorbancia do
grupo de animais asmaticos sem tratamento (OVA + SAL) se destaca, quando comparado com
o espectro dos demais. Esse pico foi detectado em torno de 1651 cm-1 e sua andlise revela que
essa regido representa a substancia amida, composto organico que pode ser proveniente da

geracao de radicais livres pelo organismo.
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Figura 8. Anélise da area das bandas obtidas pelo FTIR do BAL de animais dos diferentes grupos. 3299 - Bandas
Amida A resultantes dos modos de estiramento N-H em proteinas e 4cidos nucleicos; 2959,3 - alongamento C-H;
29249 - C-H bandas de alongamento em tecidos normais; 2848,7 - Colesterol, fosfolipidios e creatina; 1733 - C
== O alongamento (lipidios); 1651 - Amida I[; 1548 - Amida II; 1455 - C-O-H; 1396 - flexdo simétrica de CH3
dos grupos metila das proteinas; 1309 - Amida III; 1235 - Composto por amida III, bem como vibragdo de fosfato
de acidos nucleicos; 1090 - Faixa de manose ¢ manose-6-fosfato / éster de fosfato (C-O-P); 1054 - Ligacao do

oligossacarideo C-O no grupo hidroxila que pode interagir com alguns outros componentes da membrana.
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Na analise do BAL por FTIR (Figura 9), pode-se observar que os picos de absorbancia
dos animais asmaticos tratados com salina (OVA + SAL) tendem a aumentar (pico
caracteristico 1651 cm-1), enquanto os picos de absorbancia dos grupos animais asmaticos
tratados com dexametasona (OVA + DEXA) e animais asmaticos tratados F7-PLI (OVA +

PEP) apresentam uma diminui¢do, tendendo a normalidade.

4., DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se os efeitos fisiologicos de um fago expressando um
peptideo mimético ao inibidor de PLA2 (F7-PLI) em animais submetidos a um modelo
experimental de asma alérgica induzida por ovalbumina. Os principais conhecimentos
adquiridos com este trabalho foram que os animais asmaticos tratados com peptideo F7-PLI

apresentaram maior fluxo de ar nos pulmoes, quando comparados com o grupo controle salina,
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e, futuramente, deseja-se analisar se esse dado estaria ligado a uma diminui¢do na inflamacao,
devido a inibi¢do da enzima PLA?2 e, consequentemente, a diminui¢ao dos niveis de mediadores
inflamatdrios que a recrutam. Outros modelos experimentais de asma alérgica induzida por
ovalbumina também apresentam estes parametros eletrofisiolégicos (MRUWAT et al., 2013;
SHOSEYOV et al., 2005). A caracterizacdo dos efeitos fisiologicos respiratorios
desencadeadas pela asma foi demonstrada pela andlise funcional respiratoria, evidenciada no
aumento dos volume corrente € volume minuto, demonstrando que o tratamento com o fago
F7-PLI foi capaz de reverter as alteragdes inflamatorias desencadeadas pela asma.

De acordo com QAMAR et al. (2014), a composigao bioquimica de amostras varia entre
animais saudaveis e doentes/tratados e fornece a base para andlises metabolomicas, que tem
ganhado credibilidade na comunidade cientifica. Os pulmdes sdo suscetiveis a lesdes, devido a
sua interagdo com o ambiente, grande area superficial, alta vascularizagcdo e camada epitelial
fina. Qualquer condi¢do de doenga ¢ capaz de impor uma interferéncia nos dados que se
pretende obter como referéncia de analises fisioldgicas de animais saudaveis. A inflamagao ¢ a
caracteristica mais comum nas varias doengas pulmonares existentes e pode causar alteragoes
na composi¢do bioquimica do organismo, afetando assim a presenga de metabolitos nos
pulmoes.

No presente experimento, os resultados das analises de FTIR identificaram a presenca
de diversos metabolitos tanto nos animais saudaveis, quantos nos animais asmaticos tratados e
um desses metabolitos se destacou entre eles, a amida. Este composto organico normalmente
estd associado ao estresse oxidativo, que consiste no desequilibrio entre a formagdo e a remogao
de agentes oxidantes no organismo, proveniente da geragdo excessiva de radicais livres, como
a hidroxila, alcoxila, peroxila e hidroperoxila (BURBURAN, 2013). De acordo com a autora,
a ocorréncia de um estresse oxidativo moderado, usualmente esta associada ao correspondente
aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, visando o restabelecimento do equilibrio entre
oxidagao-antioxidagdo, que pode resultar do processo inflamatorio e da producao de radicais
livres por macrofagos, neutréfilo e eosinofilos. Contudo, a importancia do estresse oxidativo
na patogé€nese e progressao da asma tem despertado cada vez mais o interesse da comunidade
cientifica (MICHAELOUDES et al., 2011a; PELAIA et al., 2012).

Portanto, a inibicdo da atividade da PLA2 pode ser considerada uma estratégia
terapéutica promissora no tratamento de doengas inflamatorias / alérgicas, pois pode suprimir
a producdo de varias classes de mediadores lipidicos patogénicos (prostaglandinas,
leucotrienos, fator agregante plaquetéario, lisofosfolipideos) (ALENCAR et al, 2005;
BORGES, 2010).
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem uma nova abordagem terapéutica para o tratamento
de doencas alérgicas / inflamatorias e apesar do grande avango cientifico no entendimento da
importancia da enzima PLA2 na inflamacdo da asma alérgica, ainda ¢ necessario correlacionar
os biomarcadores da doenca com parametros classicos de indicacdo de severidade de doengas
cronicas como a asma. Isto permitird a criagdo de novas estratégias tanto para o estabelecimento
de terapias para restaurar as condigdes normais no organismo, como para sua utilizacdo no
diagnostico precoce, possibilitando assim um tratamento mais rapido e eficaz da doenca. As
vias de sinaliza¢do e mecanismos moleculares pelos quais ocorrem a diminuigao de fluxo de ar
na asma ainda precisam ser mais investigados, embora os dados desse estudo possam fornecer
um conhecimento adicional sobre o fago expressando o peptideo mimético ao inibidor de PLA2

(F7-PLI) como uma possivel droga contra a inflamag¢ao pulmonar.
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