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PULMONAR INDUZIDA POR SILICA EM CAMUNDONGOS

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Davidson Furtado Dias

A silicose € uma doenca ocupacional, sem cura ou tratamento eficaz, que se
caracteriza por inflamacao, fibrose e formacdo de granulomas, onde as quimiocinas
tém papel importante na sua fisiopatologia, atuando através de receptores
transmembranares convencionais ou atipicos. Neste estudo investigamos o papel
modulador do receptor atipico ACKR2 no modelo de silicose experimental murina.
Utilizando camundongos silicéticos selvagens, verificamos que a instilacdo nasal de
particulas de silica levou a uma resposta fibrética, com um comprometimento da
func&o pulmonar (aumento de resisténcia e elastancia) e hiper-reatividade das vias
aéreas a metacolina em relacédo ao controle, todavia todos esses parametros foram
menores nos animais silicoticos nocauteados para o gene codificante do receptor
ACKR2. A quantificacdo de particulas de silica presentes no parénquima pulmonar
revelou que os camundongos nocautes apresentaram numero mais elevado em
comparacao com os silicéticos selvagens. Em homogenato de pulméo de animais com
silicose verificamos que o receptor ACKR2 tem a expressao do seu RNAm diminuida
a partir do terceiro dia do estabelecimento da doenca quando comparado com animais
controle. Uma diminuicao dos niveis leucocitarios foi evidenciada no sangue periférico
e medula 6ssea na condic¢do da silicose. Ensaio com macrofagos extraidos de animais
nocautes e desafiados com silica e LPS mostrou que essas células produzem niveis
menores de citocinas quando comparados com aqueles das células extraidas de
animais selvagens. Esses dados tomados em conjunto, sugerem que o ACKR2 atua
de forma diferente dependendo do sitio/6rgdo em questdo por mecanismos que
precisardo ser esclarecidos futuramente para as doencas inflamatorias pulmonares

cronicas.
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PAPER OF ATYPICAL RECEPTOR OF ACKR2 QUIMIOCINES IN CHRONIC PULMONARY
INFLAMMATION INDUCED BY SILICONE IN MICE

ABSTRACT

PHD THESIS IN CELL AND MOLECULAR BIOLOGY

Davidson Furtado Dias

Silicosis is an occupational disease with no cure or effective treatment,
characterized by inflammation, fibrosis, and formation of granulomas, where
chemokines play an important role in its pathophysiology, acting through
conventional or atypical transmembrane receptors. In this study, we investigated
the modulatory role of the atypical ACKR2 receptor in the murine experimental
silicosis model. Using wild-type silicotic mice, we found that nasal instillation of
silica particles led to a fibrotic response, with an impairment of lung function
(increased resistance and elastance) and airway hyperreactivity to methacholine
in relation to the control, but all these parameters were lower in silicotic animals
knocked out to the gene encoding the ACKR2 receptor. The quantification of
silica particles present in the lung parenchyma revealed that knockout mice had
a higher number compared to wild-type silicosis. In lung homogenate of animals
with silicosis we verified that the ACKR2 receptor has the expression of its mMRNA
diminished from the third day of establishment of the disease when compared to
control animals. A decrease in the leukocyte levels profile was evidenced in the
peripheral blood and bone marrow in the silicosis condition. Assay with
macrophages extracted from knockout animals and challenged with silica and
LPS showed that these cells produce lower levels of cytokines when compared
to cells extracted from wild animals. Taken together, these data suggest that
ACKR2 acts differently depending on the site / organ in question by mechanisms
that will need to be clarified in the future for chronic pulmonary inflammatory

diseases.



INDICE

RESUMO IX
ABSTRACT X
INTRODUCAO 1
1  SISTEMA RESPIRATORIO 2
L1 PUIMAEO oot a e 3
1.1.1  FUNGEO PUIMONAT .....ciiiiiiiiiiiiee e 5
1.1.2 Hiper-reatividade pulmonar...............cccoeeeviiiiiiiiiiieeniineeens 7
2 PNEUMOCONIOSES 8
2.1 SIlICA @ SIICOSE ..t 8
2.2 EPIidemiologia......ccoei i e 9
2.3 Classificacao clinica e diagnOStiCO..........uuuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiaeeenn. 11
2.4 Prevencao e tratamento .......oooeeeuiiiieeiieiiiie e 12
2.5 FisSiopatologia....cccuuuiiieiiiiiiie e 14
2.5.1 Quimiocinas € ReCEPLOreS ........ccovvvviiiiiiiviiiiiii e 16
2.5.2 Receptores AtiPICOS.........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 17
3  OBJETIVOS 19
3.1 ODJetiVo Geral.....ccovuiiiiieiice e 19
3.2 Objetivos ESPECIfICOS ...oovvuiiiiiiiiiie e 19
4 MATERIAL E METODOS 21
g R N o 110 =V P 21
4.2 INAdUCE0 dA SIlICOSE ..uuiiiiii e 21
4.3 Peso corporal eingestade raCao.........c.ccevvvvvieeeeeieiiiiieeeeeiee e, 22
4.4 Funcao pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas............... 22
4.5 Contagem total e diferencial de leucdcitos ..........ccoevvvvvvvvciieennnn. 23
451 Sangue PEriferiCO......ccoiiiiiiiiiiie e 23
4.5.2 MedUIa OSSA ....uuuiiiiiiiieiiiiiiiiieeiie e 23
4.6 Citometria de fFlUXO ..uueeeiooiiiiie e 24
4.6.1 ODbtengdo das CEIUIAS .........eeveeiiiiiiiiiiiiiii, 24
4.6.2 Avaliagdo das CElUlas ..........ccevvevivviiiiiiiee s 24
A7 HISTOIOGIA . .ciii i 26



4.7.2 Contagem das particulas de silica ............cccceeeeeiiiiinnnn. 27
A.8 ELISA oo 28
4.9 Obtencéo e ativacdo de macrofagos ...cccoeevvvveeeiiiiiiiieiiiiiiiiiieenn, 28
4.9.1 Macrofagos peritoneais........ccooeeevvviieieeeeeiiiii e, 28
4.9.2 Macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDM).......... 29
4.10 Adesédo e rolamento de leucdcitos em sistema de microscopia
INTFAVITAL .o 29
4.11 PCR em tempo real.......ccoiiiiiiii e 30
4.12 ANAlISE ESTAlISTICA .uvvvuuiiiiiii e 31
RESULTADOS 32

5.1 Anaélise da funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas
de camundongos Swiss-Webster estimulados com silica......... 32
5.2 Analise histolégica do tecido pulmonar de camundongos Swiss-
Webster estimulados com Silica .........cceeeeiiiiiiiiiiiiiiin 32
5.3 Analise de expressdo dos receptores ACKR2 no pulméo de
camundongos Swiss-Webster estimulados com silica.............. 36
5.4 Analise de expressdo do receptor ACKR2 no pulmdo de
camundongos C57BL/6 (selvagens) estimulados com silica.....37
5.5 Avaliacdo da variagcdo de peso corporal e ingestdo de racao de
camundongos nocautes para o receptor ACKR2 e estimulados
COM STIICA . i e e eereane 38
5.6 Avaliacdo da funcdo pulmonar de camundongos selvagens e
nocautes para o receptor ACKR2 estimulados com silica......... 40
5.7 Analise morfoldgica dos pulmbes dos camundongos selvagens
e nocautes para o receptor ACKR2 estimulados com silica...... 44
5.8 Analise da populacéao leucocitaria no sangue periférico e medula
0ssea de camundongos selvagens e nocautes para o receptor
ACKR2 estimulados com SiliCa .........uuvvceiiiiiiiieiiiiiieeieee 49
5.9 Analise da populacdo de macréfagos no pulméo de
camundongos selvagens e nocautes para o receptor ACKR2
estimulados COM STlICA ...uuuuiiiiiiiiieieee e 52
5.10 Analise in vitro da ativacdo de macrofagos provenientes de

camundongos selvagens e nocautes para o receptor ACKR2 ..59

Xii



5.11 Analise do processo de adesédo e rolamento ex vivo de leucécitos

de camundongos selvagens e nocautes para 0S receptores

5.12 Analise das particulas de silica no pulmdo de camundongos

selvagens e nocautes para o receptor ACKR2 estimulados com

STl A it 64
DISCUSSAO 67
CONCLUSOES 79
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 80
ANEXOS 86

Xiii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Esquema de inducao da silicose e indicacdo dos tempos de anélise.

Figura 2 - Analise da funcédo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de
camundongos Swiss-Webster instilados com silica (10 mg/50 pL). ............... 34
Figura 3 - Analise das alteracdes morfolégicas no pulmdo de camundongos
Swiss-Webster instilados com silica (10 mg/50 PL). ....eevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 35
Figura 4 - Analise da expressao de RNAm para receptores ACKR2 nos pulmdes
de camundongos Swiss-Webster instilados com silica (10 mg/50 pL). ............. 36
Figura 5 - Andlise da expressdo de RNAm para receptores ACKR2 nos pulmdes
de camundongos C57BL/6 instilados com silica (10 mg/50 pL). ..cccovvvvviiiieennnnnns 37
Figura 6 - Andlise do peso corporal e da ingesta de racdo dos camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL). ...ccccceevuveeiureeeieeeennnee, 39
Figura 7 - Andlise da funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de
camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL)............ 42
Figura 8 - Analise da funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de
camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com salina e silica (10 mg/50 pL).

Figura 9 - Analise das alteracdes morfolégicas no pulmdo de camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 Mg/50 pL). ....ccccevvuveeivreecrieesienene, 45
Figura 10 - Analise morfométrica de pulmdes de camundongos C57BL/6 e
ACKR2" instilados com silica (10 Mg/50 HL). ...cocueeeeuieeeiieeeieeeeee e 46
Figura 11 - Analise das alteracdes morfolégicas no pulmdo de camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 PL). c....cooevveeeicvieeeeerieeenne, 47
Figura 12 - Andlise indireta de colageno dos pulmdes de camundongos C57BL/6
e ACKR2" instilados com silica (10 Mg/50 PL). ....cooueeeiiueeeiiieeciee e, 48
Figura 13 - Analise dos leucocitos no sangue periférico de camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 PL). c....covevreeeicveeeeeirieeenne, 50
Figura 14 - Andlise dos leucécitos na medula 6ssea de camundongos C57BL/6
e ACKR27" instilados com silica (10 Mg/50 [L). ..cooovueeiieeirieeieeiieeciie e, 51
Figura 15 - Andlises dos dados de citometria de fluxo dos pulmdes de

camundongos C57BL/6 e ACKR2” instilados com salina e silica (10 mg/50 pL).

Xiv


file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790327
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790327
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790329
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790329
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790333
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790333
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790333

Figura 16 - Andlise dos macrofagos pulmonares de camundongos C57BL/6 e
ACKR2" instilados com silica (10 Mg/50 PL). ...cccvveeeevieeiiieeciee e evee e 55
Figura 17 - Analise do perfil de macréfagos pulmonares de camundongos
C57BL/6 e ACKR2™" instilados com silica (10 mg/50 pL). ...ccccoevuveeiieeeeieeeennnee, 56
Figura 18 - Analise dos macréfagos pulmonares M2 de camundongos C57BL/6
e ACKR2" instilados com silica (10 Mg/50 HL). c..cceeieiuereeeiiiiee e 57
Figura 19 - Andlise dos macrofagos pulmonares M2 de digerido pulmonar de
camundongos C57BL/6 e ACKR2 instilados com salina e silica (10 mg). ....... 58
Figura 20 - Analise da ativacdo dos macrofagos peritoneais de camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 PL). c....coovvveeeecvieeeeerieeenne, 60
Figura 21 - Andlise da ativacdo dos macrofagos perfil M1 diferenciados de
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 e ACKR2” instilados com silica (10
Lo ]SO T | SR PPTT 61
Figura 22 - Andlise da ativacdo dos macrofagos perfil M2 diferenciados de

medula 6ssea de camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10

L aT0 7510 | PP POPPPPPPPPRPPN 62
Figura 23 - Andlise da adesdo e rolamento dos leucdécitos sanguineos de
camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL)............ 63
Figura 24 - Andlise da presenca de particulas de silica nos pulmdes de
camundongos C57BL/6 e ACKR2 instilados com silica (10 mg/50 pL)............ 65
Figura 25 - Quantificacdo das particulas de silicanos pulm&es de camundongos
C57BL/6 e ACKR2” instilados com silica (10 mg/50 PL). .c....cooevvvreeicveeeeeirieeenne, 66

XV


file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790334
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790334
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790336
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790336
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790342
file:///C:/Users/Davidson/Documents/Fiocruz/Doutorado%20-%20BCM/Assuntos%20acadêmicos/Tese%20de%20Doutorado/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Davidson%20-%20FINAL.docx%23_Toc490790342

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Anticorpos utilizados ...........ccccvvunnn....

Tabela 2 — Descricéo das estruturas em estudo

XVi



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

pL/poco
ACKR
AP-1
ASC

ATP
CARD
CCBP2
CIAS1

cmH20/mL
cmH20s/mL
DARK

DNA
DSS
ELISA

ERK-1

ERK-2

ERO
FITC
HE
HEPES
HRP

Microlitros por pogo
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Introducgao

Existem diversos fatores que influenciam a instalagdo de doencas, e isso
também é relevante para o entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos. A porta
de entrada, a sazonalidade, a forma de manifestacdo, a fonte e o tipo do agente
patogénico sdo alguns desses fatores. Além disso, as enfermidades, em geral,
acabam envolvendo algum tipo de inflamacéo, que ocorre, na maioria das vezes, em
paralelo ao remodelamento tecidual de resolucdo do processo patologico instalado.
Atualmente, as doencas respiratérias constituem um problema de saude publica,
ocupando posicdo de destaque dentre as principais causas de internacdo no Sistema
Unico de Saude (SUS), no Brasil (1). Dentre todas as doengas ocupacionais que
causam o afastamento de trabalhadores de suas fun¢des, 60% séo atribuidas ao
sistema respiratério, sendo a morbidade profissional duas vezes maior em homens do
gue em mulheres (2). As doencas respiratdrias ocupacionais atingem maior propor¢ao
na idade acima de 44 anos, e a silicose pode estar envolvida em 85% delas (3). A
maioria das doencas pulmonares promovem uma disfungcéo na fisiologia e mecéanica
respiratorias, justamente pelas alteracdes estruturais dos pulmdes, o que prejudica a
funcdo pulmonar dos pacientes de inUmeras formas. Desta forma, se torna imperativo
e relevante o aprofundamento do entendimento da fisiologia geral do sistema
respiratorio antes de abordarmos as alteragfes patoldgicas associadas a silicose, foco

de estudo desta tese.



1 SISTEMA RESPIRATORIO

O sistema respiratorio do ser humano consiste em um complexo conjunto de
orgaos responsaveis pela hematose, troca gasosa entre o sangue e o ambiente (4).
Com esse processo fica garantida a oxigenac¢ao do organismo, além de contribuir para
o equilibrio acido-base (4). Outro ponto a ser ressaltado € o envolvimento do sistema
respiratorio na defesa do organismo (4). Através dos reflexos como o espirro e a tosse,
ocorrem a expulsdo de particulas ou corpos estranhos que atingem a mucosa nasal
ou vias respiratérias inferiores. as células pulmonares epiteliais ciliadas e as
produtoras de muco também possuem funcao de defesa, assim como os macrofagos
pulmonares residentes, sendo que esse ultimo contribui com a vigilancia imunologica
dos tecidos pulmonares, a resposta do sistema imune a infeccdo e a resolucédo da
inflamacgéo (5). Além disso, a microbiota do trato respiratorio funciona como uma
barreira protetora contra patdégenos, corroborando com o desenvolvimento do sistema
imunolégico e a manutencdo da homeostase da fisiologia respiratoria (6). Além de
todas essas atribuicbes supracitadas, o sistema respiratério também participa da
fonacao ao proporcionar a vibragéo das pregas vocais da laringe, possibilita a fala (4).
O sistema respiratério pode ser dividido em duas zonas, de acordo com suas
funcdes: condutora e respiratoria. A zona condutora € responsavel pelo deslocamento
do ar entre 0 meio externo e interno realizando, assim o seu aguecimento, filtracéao,
limpeza e umedecimento. Essa zona é composta pelas fossas nasais, seios
paranasais, faringe (naso e oro), laringe, traqueia, bronquios (extra e intrapulmonares)
e bronquiolos (terminais). A zona respiratéria, além conduzir o ar respirado possui a
capacidade de realizar a hematose e é formada pelas seguintes estruturas:
bronquiolos (respiratérios), dutos alveolares, sacos alveolares e alvéolos. Por toda a
extensdo do sistema respiratorio ocorre uma progressiva diminuigcdo do didmetro das
suas estruturas condutoras, além de haver uma simplificacdo de camadas e epitélio,
passando do tecido epitelial pseudoestratificado colunar ciliado com células
caliciformes nas vias mais proximais para o simples pavimentoso nas distais. Toda
essa adequacao anatomica facilita o fluxo de ar até as por¢des distais permitindo as
trocas gasosas nos alvéolos (7).
A captacdo e expulsdo do ar s6 é possivel através dos movimentos de
inspiracdo e expiracdo proporcionados pela acdo conjunta da cavidade toracica,
musculos e pulmdes. Em uma respiracdo normal, a inspiracdo € comandada pelos

musculos diafragma e intercostais externos. Por outro lado, a expiracdo esta
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associada aos musculos abdominais e intercostais internos. Somente em caso de uma
inspiracdo forcada ou sofrimento respiratério, o individuo utiliza também os musculos
auxiliares da respiragdo, principalmente o esternocleidomastdideo, os escalenos
(anterior, médio e posterior), o peitoral menor e o serratil anterior. Em suma, os
musculos inspiratérios aumentam o volume da caixa toracica, fazendo com que a
pressao no seu interior fique inferior a atmosférica promovendo o fluxo de ar para o
interior dos pulmd&es. No sentido oposto, 0s musculos expiratorios contribuem para a
diminuicdo do volume da caixa toracica, o0 aumento da sua pressao interna em relacao
a da atmosfera, promovendo o movimento do ar para fora dos pulmdes. Essa dinamica
garante a troca de ar que permite o processo de respiracdo que é dependente das
propriedades intrinsecas do pulméao (4).

1.1 Pulméao

O pulmao é um érgéo indispensavel para a sobrevivéncia de varias espécies
de animais, sendo ele geralmente encontrado em vertebrados sob diversas formas e
tamanhos, dependendo do grau de complexidade do organismo (8). No homem, ele
compde o sistema respiratorio, sendo o responséavel pelo intimo contato entre o ar
inalado (rico em Oz e pobre em CO2) e os capilares pulmonares (pobres em Oz e ricos
em COg), permitindo assim a livre passagem dos gases por difusédo, o que resulta na
oxigenagao sanguinea e eliminacdo do CO2 do corpo (4). Aléem dessa fungédo esse
orgao participa ativamente da producdo de plaquetas sanguineas, possuindo um
consideravel potencial hematopoiético (9).

Anatomicamente, o ser humano possui dois pulmdes localizados sobre o
musculo diafragma, dentro da cavidade toracica. Em média, cada pulméo pesa 700 g,
tendo 25 cm de altura e 16 cm de profundidade. Como a grande parte do coracéo fica
acomodada na regido esquerda da cavidade toracica, o pulméo esquerdo possui a
largura menor. Os pulmdes direito e esquerdo possuem morfologias distintas sendo
gue o primeiro € composto por trés lobos separados por duas fissuras: horizontal
(separa lobo superior do médio) e obliqua (separa lobo médio do inferior) enquanto o
segundo possui apenas o lobo superior separado do inferior por uma fissura obliqua,
do lobo médio, chamado de lingula, considerada um vestigio do desenvolvimento
embrionario (10).

A pleura € uma membrana serosa formada por duas camadas: parietal e

visceral. A parenteral forma uma camada interna, que reveste os pulmdes, sendo
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intimamente aderida a superficie pulmonar, fissuras e lobos. A visceral esta
intimamente ligada a parede da cavidade toracica e ao diafragma, formando o
revestimento externo dos pulmdes, sendo composta do epitélio pavimentoso simples
(mesotélio) associado a um tecido conjuntivo frouxo rico em fibras elasticas. Entre as
camadas parietal e visceral ha um espaco preenchido pelo liquido intrapleural que
contribui para a diminuicdo do atrito entre elas durante os movimentos de inspiracao
e expiracdo. Determinadas regides na pleura parietal recebem uma nomenclatura
especial, de acordo com a suas localiza¢bes. Sendo elas: costal (porcéo interior das
costelas), diafragmatica (diafragma), cervical (adjacente ao pescoco) e a mediastinal
(mediastino) (7).

Os pulmdes sédo compostos por sub-ramificagcdes dos brénquios. A partir de
uma bifurcacéo na traqueia, sdo formados os brénquios principais: direito e esquerdo;
gue originam, respectivamente um pulmao de cada lado. Conforme ocorre o maior
afastamento dos brénquios para a regido distal, h4 uma progressiva diminuicdo do
seu diametro. Cada brénquio principal da origem aos brénquios de segunda ordem
(ou lobares), que permitem a formacgéo dos lobos pulmonares. Em sequéncia, ocorre
mais uma divisdo bronquiolar, originando os de terceira ordem (ou segmentares) e
consequentemente o0s segmentos pulmonares. Dentro de cada segmento
broncopulmonar, os brénquios segmentares apéds varias divisbes formam os
bronquiolos, que possuem de 0,5 a 1 mm de diametro. O estreitamento dos
bronquiolos forma o bronquiolo terminal, a regido mais distal da por¢cdo condutora.
Por fim, ocorrem outras ramificacdes, originando os bronquiolos respiratorios, que
iniciam a porgao respiratoria, ou seja, capaz de realizar a hematose. Os bronquiolos
continuam a se segmentar e dao origem a minusculos tibulos denominados ductos
alveolares. Estes ductos terminam em estruturas microscépicas com forma de cachos
de uva, chamados de sacos alveolares, que possuem como porc¢ao final os alvéolos,
formados por uma simples camada de epitélio pavimentoso. Os alvéolos possuem
duas células estruturais: os pneumdcitos tipo | (formam a arquitetura da parede
alveolar) e os pneumacitos tipo Il (produzem a substancia tensoativa pulmonar). Além
destas células, os macréfagos alveolares residentes desempenham um papel
importante na resposta imune, pois sao responsaveis pela fagocitose e apresentacao
de diferentes antigenos estranhos ao individuo as células T auxiliares,
desencadeando uma resposta imune. E importante salientar que macréfagos
pulmonares podem ser classificados em diferentes subpopulagcdes: alveolares,

intersticiais, endoteliais e os de vias aéreas (11).
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O modelo murino tem sido utilizado como excelente forma de compreender a
fisiologia humana e fisiopatologia de doencas que nos acomete, pois compartilha mais
de 91% do genoma presente no ser humano. Além disso, possui a vantagem ter um
pequeno porte, um curto periodo de gestacao (19 a 21 dias), sdo ddoceis e tém baixo
custo de manutencdo (12). Apesar das vantagens ha diferencas entre essas duas
espécies. A arvore respiratoria do camundongo possui menor niumero de ramificacées
(menos 4 a 6), o pulméo direito possui quatro lobos (inferior, médio, superior e pos-
cava) e o esquerdo apenas um lobo (13). Além disso, ha uma maior area pulmonar
ocupada por parénquima nos camundongos (18%) quando comparada com a dos
seres humanos (12%). Outra diferenca relevante, é a presenca de alvéolos com menor
diametro nos camundongos, fazendo com que possuam uma maior frequéncia
respiratoria para satisfazer a necessidade de maiores niveis de oxigenacdo nestes
animais devido ao seu metabolismo (12). Além disso, a capacidade pulmonar vital nos
camundongos é de no maximo 1 mL e nos humanos 6.000 mL (12).
Comparativamente, os camundongos possuem um maior diametro das vias aéreas
gue os humanos, isso justifica uma menor resisténcia do fluxo de ar nesses animais,
0 gque eleva as suas frequéncias respiratorias (entre 90 e 200 incursées por min) (12).
Essa anatomia dispar e diferencas na dinamica da funcdo pulmonar, todavia néo

invalida o uso do murino como modelo no estudo de doencas (14).

1.1.1 Fungé&o pulmonar

Como é composto por uma estrutura bastante elastica, existe naturalmente
uma forca de retracdo que atua no pulmao tendendo sempre a colapsa-lo, expelindo
todo o ar pelas vias aéreas, quando nenhuma forca é aplicada para manté-lo inflado.
Geralmente, hd uma interacédo entre as forcas exercidas pelo pulméo e a cavidade
toracica, que sao denominadas pressdes: pleural, alveolar e transpulmonar. O liquido
intrapleural € constantemente drenado para o sistema linfatico, criando uma presséao
ligeiramente negativa no espaco entre os pulmdes e a cavidade toracica, a pressao
pleural. Em uma respiracdo normal, a pressao pleural no comeco da respiracao €
-5 cmH20, responsavel pela manutencdo dos pulmdes abertos no estigio de
repouso. Porém, durante a expansao da caixa toracica, na inspiracédo, ha um aumento
da pressdo negativa, alcangcando - 7,5 cmH20. Ja a pressdo alveolar € aquela
presente dentro dos alvéolos pulmonares. Em determinado momento da respiracao
normal as pressfes atmosférica e interna tornam-se iguais. Em seguida, a entrada de
ar ocorre através de uma ligeira queda na pressao alveolar para - 1 cmH20, que
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permite a entrada de 0,5 L de ar nos pulmdes e a consequente respiracdo. Este
processo dura aproximadamente 2 segundos. Em contrapartida, na expiracao, ocorre
uma inversao dos valores de referéncia, onde a pressao alveolar aumenta para 1
cmH:20 e forca a saida de 0,5 L de ar dos alvéolos e pulmdes rapidamente (2 a 3
segundos). Outra pressdo importante a ser considerada é a transpulmonar,
constituida pela diferenca entre as pressdes alveolar e pleural, que impede o colapso
dos alvéolos (15).

Na maioria das doencas respiratorias ocorrem alteragcées nas pressoes interna
e externa dos pulmdes. Este desequilibrio geralmente resulta em uma dificuldade
respiratéria no paciente. Nesse contexto, os testes de funcdo pulmonar séo
importantes tanto no diagnostico quanto no acompanhamento da evolu¢do do
acometimento do 6rgdo, principalmente se considerarmos o0 avanco da precisdo dos
equipamentos (15).

Dentro desse contexto, o teste de broncoprovocacao consiste em mensurar a
responsividade das vias aéreas por meio de algum estimulo broncoconstritor,
geralmente por inalagdo, dentro de um ambiente controlado. Nesse exame existem
duas formas de acessar as vias aéreas: ndo invasiva e invasiva. Na rotina clinica,
geralmente é utilizado o teste ndo invasivo em pacientes. No entanto, em modelos
experimentais com animais, a escolha da forma de afericdo dependera do propdsito
da pesquisa e da doenca analisada. De forma geral, o método invasivo possui uma
grande vantagem por ter maior sensibilidade (16). O fundamento do teste de
broncoprovocacdo vem do fato de que o sistema respiratorio reage a determinados
estimulos, tais como: alérgenos, exercicios, mudancas na temperatura do ambiente,
substancias colinérgicas, entre outros; com o aumento do tbnus da musculatura
adjacente, ocasionando a broncoconstricdo. Sendo assim, durante o teste, o sistema
respiratorio é aerossolizado com um determinado agente broncoconstritor, geralmente
agentes colinérgicos (carbacol e metacolina) ou aminas vasoativas (histamina e
serotonina). Através de transdutores, pequenas variacdes de pressdes inerentes da
respiracdo sdo detectadas e registradas através de um pneumotacdgrafo, gerando
informacbes analdgicas que sado interpretadas e convertidas em dados digitais.
Normalmente, nos testes de broncoprovocacdo sdo observados os parametros de
resisténcia das vias aéreas e elastancia pulmonar. A resisténcia esta atrelada ao grau
de dificuldade encontrado para a passagem do ar pelas vias aéreas, normalmente
sendo expressa em cmH20s/mL. No entanto, através da elastancia (inverso da

complacéncia) é possivel avaliar a capacidade dos pulmdes de voltarem a
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conformacao original apds o término de uma determinada forca de deformacéo, sendo
descrita em cmH20/mL (17). Sendo assim, o teste de broncoprovocagao tem sido
bastante utilizado na avaliagdo da funcao, pois é capaz de identificar a alteracdo dos
parametros pulmonares fisiologicos em resposta a estimulos que podem estar
alterados no estado patolégico. Um dos parametros mais estudados € a hiper-

reatividade pulmonar (18).

1.1.2 Hiper-reatividade pulmonar

Algumas doencgas respiratorias desencadeiam o fendémeno da hiper-reatividade
pulmonar (19, 20). Este termo foi utilizado pela primeira vez por Woolcock and Peat
(21) e, se refere a uma condicdo na qual o aparelho respiratorio responde de forma
exacerbada, ou seja, ocorre uma intensa broncoconstricdo em resposta a um
determinado estimulo exégeno. Geralmente, a hiper-reatividade € uma consequéncia
direta da reacdo inflamatoria cronica das vias aéreas. (18). Estimulos, tais como:
agentes fisicos e quimicos, alérgenos, estresse emocional, exercicios fisicos,
farmacos, mudancgas climaticas e viroses respiratérias; ativam os fatores de
transcricéo e desencadeiam uma alteracao das vias de sinaliza¢éo celular, modulando
uma série de genes e induzindo a liberacéo de mais mediadores quimicos da resposta
inflamatéria, tais como o acido araquidénico, eicosanoides e radicais livres, levando a
modificacdo do estado fisiologico da célula. Ainda, a inflamacdo recorrente e as
subsequentes anomalias nos processos de reparo levam a alteracdes estruturais nas
vias aéreas devido a injuria epitelial, aumento da producé&o de muco, hiperplasia de
células musculares lisas e fibrose subepitelial. Em conjunto, esses fatores iréo
contribuir para a obstrucéo das vias aéreas, através do broncoespasmo (contracdo da
musculatura lisa peribronquica), do edema e da formacao de tampdes de muco. Tudo
isso ocorre porque o aparelho respiratério esta sujeito ao meio externo e
consequentemente a diferentes tipos de contaminantes em suspensdo no ar
atmosférico, tais como bactérias, fungos, virus, particulas organicas e inorganicas.
Essa exposicao propicia o surgimento de diversas doencgas do trato respiratorio e
pulmdes, que desencadeiam a hiper-reatividade pulmonar, como ocorre nas

pneumoconioses (22).



2 PNEUMOCONIOSES

As pneumoconioses sao doencas intersticiais pulmonares que geralmente
ocorrem devido a inalacdo de particulas organicas e inorganicas, porém também
podem ser desencadeadas por meio de vapores quimicos e fumo (23, 24). Apesar dos
diferentes causadores, elas possuem uma mesma caracteristica, ou seja, 0
comprometimento do aparelho respiratorio devido aos inUmeros danos teciduais. A
principio, o material inalado alcanca os pulmdes e promove uma irritacdo local,
gerando inflamacao. Sendo assim, dependendo da origem do material, da quantidade,
da reatividade fisico-quimica da particula, da solubilidade e do tamanho; pode ocorrer
uma conversao dessas areas inflamadas em tecido remodelado. O remodelamento é
caracterizado por deposicdo anormal e excessiva de proteinas da matriz extracelular,
principalmente colageno. O controle dindmico da deposicdo e degradacdo do
colageno é regulado pelas metaloproteinases e seus reguladores teciduais (25).

Dentre as pneumoconioses, as doengas mais comuns e 0S Seus respectivos
agentes causadores sdo: a antracose (poeira de carvao mineral), asbestose (poeira
de asbesto), beriliose (poeira de berilio), bissinose (poeira de algod&o), siderose
(poeira de ferro) e a silicose (poeira de silica). Estima-se que a silicose seja a doenca
mais antiga e grave dentro das pneumoconioses. Soma-se a isso, o fato que ainda
nos dias atuais ela tem sido apontada como a doenca mais relevante desse grupo,

devido a sua elevada prevaléncia no mundo (24).

2.1 Silica e silicose

Para compreender o porqué da grande importancia da silicose, € necessario
primeiro entender a quimica das particulas que a desencadeia. A silica, também
denominada como dioxido de silicio (SiOz2), € um mineral formado por duas moléculas
de oxigénio e uma de silicio, resultando na molaridade de total de 60,1 g/mol. A
etimologia da palavra silica nos remete ao termo latino silex, que significa rocha dura,
de grdo muito fino e cor variavel. Sendo assim, as suas propriedades e suas
caracteristicas fisico-quimicas irdo depender da sua formacédo geoldgica e da
estrutura dos materiais que ela compde. Na natureza, o SiO2 € um composto quimico
bastante comum de ser encontrado, justamente por ser formado por dois dos

elementos mais abundantes na crosta terrestre, cuja composi¢cao compreende 46,6%
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de oxigénio e 27,7% de silicio (26). Existem diversos minerais que possuem silica em
sua composicado, tais como: cristobalita, opala, quartzo e tridimita; compondo uma
importante classe denominada de silicatos. Quando em sua forma pura, a silica € um
sélido branco com uma densidade aproximada de 2,2 g/cm3, em temperatura
ambiente, além de possuir alta resisténcia ao calor, apresenta elevados pontos de
fusdo e ebulicdo, cujas temperaturas sao respectivamente 1713 °C e 2200 °C. Outra
particularidade, é que a silica possui alta afinidade por moléculas de agua, sendo
entdo considerada bastante hidrofilica. Ademais, a silica pode ser encontrada em
duas formas na natureza - amorfa e cristalina, que ao serem inaladas podem
desencadear a bronquite, o cancer ou a silicose pulmonar (27, 28).

A silicose é uma disfungéo causada pela inalagdo persistente de particulas de
silica, que devido ao seu tamanho (<10 pum de tamanho) distribuem-se da regido nasal
até os alvéolos. E classificada como uma doenca ocupacional, justamente pelo fato
da alta incidéncia em trabalhadores envolvidos principalmente em atividades de
escavacdo de tuneis, esmerilhamento, jateamento de areia, moagem de pedras,
perfuracdo de rochas, polimento em ceradmica, entre outras; que os expdem as tais
particulas recém-fraturadas em seus respectivos ambientes laborais. Apesar de
ambas os tipos de silica (amorfa e cristalina) causarem a silicose, a forma cristalina é
a habitualmente responsavel pelo efeito de dano tecidual e desenvolvimento dessa
doenca. O fraturamento da silica possibilita a quebra das ligacfes Si-O e a formacéo
de radicais de oxigénio na superficie da particula, como o anion superoxido (O2.") e
radicais hidroxilas (‘OH), que sdo moléculas altamente oxidantes e reativas na
presenca do cation ferro bivalente (Fe?*) e tracos de outros metais (27, 29). Além
disso, a silica cristalina possui forma molecular de tetraedro, facilitando a interacédo
entre seus radicais e as moléculas de nitrogénio e oxigénio presentes na superficie
da membrana plasmatica da célula. Sendo assim, a particula promove a ruptura da
integridade membranar, colaborando para o processo de injuria tecidual. Dessa
maneira, o dano continuo promovido pela inalacdo de particulas de silica cristalina,
acumulado ao longo de um determinado periodo, acarreta no desenvolvimento da

silicose (30).

2.2 Epidemiologia

A silicose atinge o homem desde a Antiguidade, sendo considerada uma das

doencas ocupacionais mais antigas, principalmente entre os individuos envolvidos em
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atividades de mineracéo, construcao e producao de pecas decorativas (27). Ha relatos
da exposicao a silica desde o Egito, quando foram encontradas tais particulas dentro
dos pulm&es de mumias do periodo de 170 a.C. (31). A primeira descricdo da silicose
ocorreu na Grécia antiga, quando Hipocrates observou uma condicao de falta de ar,
mais comum entre os mineradores (32). Assim como ele, Agricola, em 1557, observou
que cortadores de pedra desenvolviam uma determinada doenca respiratoria grave
(33). Entretanto, somente em 1690 que Lohneiss fez uma associacao inicial entre a
poeira e a dificuldade respiratéria no homem (34). O termo silicose, foi utilizado pela
primeira vez por Achille Visconti em 1870, que a descreveu como uma patologia
resultante da deposicao de p6 de silica nos pulmdes (35). O risco de exposi¢ao a silica
aumentou com o advento da industrializacéo entre os séculos XVIII e XIX. Soma-se a
iSs0, 0 maior acréscimo no nimero dos casos de silicose na Europa durante a primeira
guerra mundial (1914-1918), devido a intensificacdo dos trabalhos em estaleiros. No
ano de 1917, o governo dos Estados Unidos da América, através do servi¢o de saude
publica, identificou que trabalhadores de fundicbes e jateadores de areia
apresentavam alto rico de desenvolver a silicose. Todos esses eventos acabaram
culminando no aumento da relevancia e importancia da silicose, principalmente ao
longo do século 20 (36).

Apesar de poder ser prevenida, a silicose apresenta altos indices de incidéncia
e prevaléncia a nivel mundial. Nos Estados Unidos, por exemplo, embora haja grande
desenvolvimento econdmico, existem cerca de 1,7 milhdes de trabalhadores
potencialmente expostos a silica (37). Do mesmo modo, estimam-se que existam mais
de 2 milhdes de trabalhadores europeus sujeitos a tais particulas cristalinas (38). Na
india e a China, paises em desenvolvimento, estima-se que exista cerca de 3 milhdes
de individuos que foram expostos a poeira de silica, nUmero esse que pode estar
subestimado, devido a caréncia de estudos epidemioldgicos e a subnotificacéo (39).
No Brasil ndo ha um estudo epidemiolégico conclusivo a respeito da incidéncia e
prevaléncia da silicose, mas avalia-se que cerca de 6 milhdes de trabalhadores
brasileiros foram expostos a silica (40). Dentre as fun¢des laborais, a construcao civil
€ apontada como uma das atividades que oferecem maiores riscos, onde 62% dos
individuos ja tiveram contato com tais particulas. Na extracdo mineral estima-se que
esse percentual é de 61%, na indUstria de minerais ndo metalicos, como ceramica,
vidro e cimento, 55% e na metallrgica 23% (41). Em 1978, estimou-se que o nimero
de casos de silicose no Brasil seria aproximadamente 30.000, através de uma busca

ativa de casos de silicose em pacientes com tuberculose (42). Além disso, foram
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descritos inUmeros casos graves de silicose em escavacao de po¢os e jateamento de
areia na industria naval brasileira, afetando aproximadamente 30% desses
trabalhadores (43).

A partir do século 20, diversos estudos foram realizados para entendimento da
fisiopatologia da silicose, o que permitiu o surgimento de novas informacfes que
levaram a melhora do diagndstico e o consequente aumento do nimero de casos. Em
1931, nos Estados Unidos, houve um desastre na ponte de Gauley com 475 mortes
imediatas relacionadas a inalacdo da silica, direcionando a atencéo publica para esta
guestdo. Em paralelo ao advento da Revolugdo Industrial, houve uma maior
preocupacdo com a saude dos trabalhadores, resultando na criacdo de leis
regulamentadoras especificas sobre esse tema, tanto na Europa quanto nos Estados

Unidos, e posteriormente no restante do mundo (27, 34)

2.3 Classificagao clinica e diagnostico

A silicose possui como caracteristica a ocorréncia de inflamacéao e cicatrizacéo
apresentada por lesdes nodulares, cuja aparéncia em exames de imagem lembra uma
calcificacdo com aspecto de casca de ovo. Em geral, o desenvolvimento, a evolugao
e a severidade da doenca dependem de alguns fatores, tais como: a quantidade de
particulas inaladas e o tempo de exposicéo (28, 37). Com base nestes parametros, a
silicose pode ser classificada em trés formas clinicas distintas: acelerada, aguda, e
cronica (44). A silicose acelerada ocorre de 5 a 10 anos ap6s uma alta exposicéo as
particulas de silica cristalina. Nessa forma, existe a lesédo dos pneumacitos tipo I, com
a presenca de lipoproteinose exsudativa na luz dos alvéolos, além de hiperplasia dos
pneumaocitos tipo 1l associada a um aumento na producdo e liberacdo dos
fosfolipideos componentes do surfactante pulmonar, como o dipalmitol lecitina (27).
Na forma acelerada, ocorre também uma deposicdo da poeira de silica dentro dos
alvéolos, o que leva ao processo de fagocitose pelos macréfagos alveolares e,
consequentemente, o disparo de uma resposta de remodelamento que induz a
proliferacédo de fibroblastos e a deposicao de fibras coldgenas circunscritas as areas
de deposicédo de silica. Essas formagdes podem levar a uma fibrose caracterizada por
lesbes nodulares, os granulomas (30). Esse tipo € mais propenso a evoluir para
formas mais graves e complicadas da doenca. Ja na forma aguda, ou silicoproteinose,
a doenca se estabelece apos a inalacdo de elevadas quantidades de silica recém-

fraturada em um curto espaco de tempo (entre alguns meses até 5 anos) e €
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caracterizada por uma rapida progressao e gravidade, resultando na maioria das
vezes em Obito (25). Apesar de compartilhar semelhanga com a silicose acelerada, a
aguda é considerada como a forma mais severa de silicose. A forma cronica é a
manifestacdo mais comum clinicamente e se desenvolve no periodo de 15 a 20 anos
apos baixa ou moderada exposicédo a silica e na grande maioria dos casos se mantém
assintomatica ao longo dos primeiros anos. Na forma crénica, 0s primeiros sintomas
aparecem quando j& existe um processo avancado de fibrose com a presenca de
granulomas de corpo estranho classicos. Nesses granulomas é observada a
deposicdo concéntrica de colageno e uma regido central hialinizada, formada por
necrose caseosa. Todas as formas descritas manifestam-se através de perda na forca
da musculatura estriada, dispneia, hipoxemia e perda de peso, podendo o paciente
apresentar quadros de tosse intensa, sudorese noturna e febre (27).

Em geral, o diagnéstico da silicose se da através de um processo de anamnese
onde é avaliada a associagcdo com a vida pregressa do individuo, sendo considerado
o histérico de exposicao a silica, bem como a observacao de alteracdes de exames
radiologicos que remetem a modificagbes morfolégicas dos pulmdes. Os principais
aspectos observados através dos exames (radiografia simples de térax e tomografia
computadorizada) sdo o infiltrado alveolar bilateral difuso e o0s nddulos
granulomatosos com distribuicdo randdmica, que podem formar massas
conglomeradas de granulomas coalescidos, dependendo da gravidade da silicose.
Além do mencionado acima, alguns pacientes podem apresentar regides pulmonares
enfisematosas. Em geral essas alteracdes morfolégicas predominam nos tercos
superiores e na regido posterior dos pulmdes (27). Adicionalmente, podem ser
utilizados também os teste de funcdo pulmonar (espirometria) para auxiliar no
diagndstico, principalmente nas formas mais graves e avancadas da doenca (27).
Entretanto, mesmo com todo o avanco técnico-cientifico da medicina, ndo existe cura
ou tratamento eficaz para a silicose, restando a investigacao desta problematica como

a melhor forma de aquisi¢do de conhecimento que permita o tratamento eficaz.

2.4 Prevencéo e tratamento

Nos dias atuais, a melhor maneira para prevenir a silicose ainda € evitar a
exposicao dos trabalhadores as particulas de silica. Uma das formas é através do
controle da fonte expositora, ou seja, devem ser priorizados métodos de producéo que

gerem menor quantidade de poeira ou a substituicdo da silica por material menos
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toxico ou inerte ao organismo. Os métodos alternativos, tais como a utilizacdo de
processos Umidos é preferencial aqueles secos quando a silica é utilizada. Outra
opcao seria o isolamento, ou seja, a colocacao de barreiras fisicas entre a poeira de
silica e o trabalhador como por exemplo o0 uso de cabines isoladora. A implementacéo
de sistemas de exaustdo adjacentes a fonte de geracdo ou de liberacdo de silica
também é recomendada, principalmente em locais onde ndo exista um fluxo de ar
suficiente para a renovacao do ar ambiente. Adicionalmente, é importante haver uma
ampla divulgacéo e treinamento direcionados aos trabalhadores no que concerne as
boas praticas laborais (manipulacdo de materiais em p0, velocidade de execucédo de
uma determinada tarefa). Sendo assim, ap0s serem esgotadas todas as
possibilidades para reducdo da exposicdo as particulas de silica no ambiente de
trabalho, devem ser utilizados os equipamentos de protecao individuais (EPIs), como
capacetes, mascaras respiratérias e Oculos; evitando-se roupas que acumulem
poeira, por meio dos bolsos e detalhes nos tecidos (27, 34).

Até 0 momento, como ndo existe tratamento especifico para a silicose, as
terapias de suporte sdo utilizadas para melhorar a qualidade de vida do individuo.
Sendo assim, os dois fatores mais importantes para aumentar a chance de um bom
prognostico € o diagnoéstico da doenca em sua fase inicial e a interrupcao da exposi¢cao
do individuo a silica. Mesmo com a interrup¢éao do contato com a silica, as particulas
presentes no pulmdo exercem um efeito residual que mantém presentes os
componentes inflamatorio e fibrético pulmonares. Tem sido utilizada a administragéo
de corticoides e imunossupressores, porém seus efeitos séo limitados e nem todos os
pacientes reagem bem ao tratamento. Em alguns casos, em individuos com
silicoproteinose ha a indicacéo para o procedimento de lavado broncoalveolar, porém
os resultados nem sempre sao satisfatérios, jA que uma grande parte da silica é
intersticializada nos pulmbes. Em casos extremos da doenca, devido ao
acometimento extenso da funcéo do 6rgao o transplante pulmonar pode ser indicado,
apesar de ser um procedimento bastante invasivo. Mesmo com o transplante a
sobrevida dos pacientes pode estar prejudicada, devido ao efeito residual, ou seja, a
inflamacdo promovida pela presenca das particulas anteriormente drenadas para
linfonodos e baco. A rejeicdo do transplante também € um fator a ser considerado.
Atualmente, existem estudos buscando novas alternativas de medicamentos (45) ou
até mesmo tratamento com terapia celular (46), todos ainda em fase de testes.
Entretanto, alguns trabalhos utilizando modelos animais tém sugerido abordagens

terapéuticas e de prevencdo da doenca, como 0 uso de antioxidantes, inibicdo da
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producdo de TNFa e IL-1, além da inibicdo de fosfolipases (47). Tendo em vista a
auséncia de tratamento efetivo e a necessidade de garantir uma melhor qualidade de
vida aos individuos afetados pela silicose, mais estudos sdo necessarios para
entender a fisiopatologia dessa doenca, visando a identificacdo de alvos terapéuticos

relevantes.

2.5 Fisiopatologia

As particulas de silica inaladas, ao atingirem as porgfes terminais do sistema
respiratorio, interagem com os receptores do tipo “scavenger”’, que estao presentes
nos macrofagos alveolares, principalmente os receptores de macrofagos com
estrutura de coldgeno (MARCO). Dessa maneira, os macrofagos séo ativados e os
fragmentos de silica sdo fagocitados (48). No entanto, tais particulas promovem uma
desestabilizacdo das membranas celulares, levando a ruptura lisossémica, que resulta
na liberacdo de catepsina B, acompanhada pelo efluxo de potassio e pela producéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (37, 49). Por sua vez, as ERO produzidas
dentro dos macréfagos estimulam as vias de sinalizagdo para a ativacéo do fator de
transcricdo NF-kB, com a consequente inducdo da sintese de mediadores
proinflamatérios, como o TNFa (50). Além disso, as ERO promovem um aumento da
inflamacdo através da fosforilagdo da proteina quinase ativadora de mitogénese
(MAPK), das proteinas quinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK-1 e ERK-
2) e do fator de transcri¢céo ativador da proteina 1 (AP-1) (50). Em conjunto, todo esse
processo instaurado pela silica pode resultar na apoptose dos macrofagos presentes
no local da leséo, além de ativar a via de sinalizacdo do NF-kB em outros tipos
celulares, como as células epiteliais e os fibroblastos, contribuindo ainda mais para
um quadro de lesao, inflamacédo e fibrose (29, 51). De modo geral, todos esses
fendbmenos supracitados levam a consequente formagdo de um complexo proteico
oligomeérico, denominado inflamassoma NALP3 (52, 53).

Sendo assim, a principal resposta inflamatéria decorrente da exposicdo da
particula de silica cristalina € mediada pelo inflamassoma NALP3 (54). Esse
inflamassoma € composto por uma molécula pertencente a familia NLR, também
conhecida como criopirina, CIAS1, NLRP3 ou simplesmente NALP3. Apds a sua
ativacao, por diversos tipos de moléculas estimulatorias, tais como: ATP, cristais de
urato monossaédico, particulas inorganicas e toxinas bacterianas formadoras de poros

(53), o NALP3 recruta a molécula adaptadora ASC, através das suas interacdes no
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dominio pirina-pirina. Assim, essa estrutura gerada sofre um processo de
oligomerizacdo com a caspase-1, por meio das interacdes CARD-CARD, formando o
NALP3 inflamassoma. Dessa forma, o NALP3 inflamassoma € capaz de promover a
ativacdo da caspase-lque desencadeard diversos efeitos biologicos possivelmente
prejudiciais, tais como: a clivagem de prolL-18 e prolL-18 em IL-1p e IL-18,
respectivamente, a clivagem e a inativagdo da IL-33, a fragmentacdo do DNA, a
formacdo de poros de membranas celulares, a inibicdo de enzimas glicoliticas, a
biossintese de lipideos e a secre¢do de pro-IL1a (55).

De certa maneira, o desenvolvimento da inflamacéo e a consequente fibrose,
ao longo das fases aguda e crbnica da silicose, ocorre através com a intermediacao
de moléculas modulatérias, como as citocinas secretadas por diferentes tipos
celulares presentes no pulmao. No entanto, a inflamacgao e a fibrose ndo parecem
depender de linfécitos T, B, NKT ou de células NK para ocorrerem (56). Ha estudos
gue mostraram a reducdo da gravidade da fibrose quando do tratamento com
anticorpos anti-CD4 (57), o que sugere uma possivel participacdo dos linfocitos T
regulatérios no componente fibrogénico da silicose (58). Em outro estudo,
camundongos deficientes em IL-1a mostraram uma importante redug¢ao na produgao
de IL-1B e na presenca de neutrofilos no sitio da inflamacgéo, indicando que a IL-1a
liberada pelos macréfagos alveolares pode contribuir para este processo (59).
Evidéncias indicam que citocinas como o IFN-y pode também participar na silicose,
de forma independente de IL-4, IL-12 e IL-13 (60, 61). Nesse contexto, apesar de
auxiliar a limitar a inflamacéao, a IL-10 apresenta um importante papel pro-fibrético na
silicose, justamente por favorecer a resposta Th2 através do estimulo da producéo de
IL-4 e IL-13, citocinas profibréticas (62). Apesar dos mecanismos que levam ao
acumulo de colageno e a producéo de outros componentes da matriz extracelular na
silicose ainda ndo serem totalmente conhecidos, existem evidéncias que ha uma
menor deposicdo de colageno na auséncia das moléculas de NALP3 e ASC (53).
Outro ponto que ainda é objeto de estudo é a participacdo da imunidade inata na
fibrose. Parece haver um consenso de que a inflamacéao e a fibrose induzida pela silica
estdo dissociadas, como apontam dados na literatura nos quais foram mostrados que
o tratamento com anti-inflamatério classico reduziu significativamente inflamacéo e
expressao de TNFa e IL-1B (pré-inflamatérias), mas ndo afetou de forma significativa
a liberacéo de TGFp e IL-10 (pro-fibrogénicas) (63).
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Como podemos observar, as citocinas possuem papel relevante na
fisiopatologia da silicose e essas produzem seus afeitos através de seus receptores

especificos presentes nas membranas das células alvo.

2.5.1 Quimiocinas e Receptores

No contexto da inflamacdo e fibrose, mediadores como as citocinas
desempenham um papel-chave na modulacao desses processos fisiopatolégicos. As
citocinas consistem em um grupo de pequenas proteinas, geralmente entre 5 a
25 kDa, produzidas e secretadas por diversos tipos de células do organismo, em
situacdo de homeostase ou de inflamacdo. Possuem efeito especifico sobre as
interacbes e comunicacbes entre as células, logo essas proteinas tém como
caracteristica uma acao pleiotropica.

As citocinas sdo denominadas de acordo com funcao exercida ou caracteristica
em comum, incluindo as linfocinas (citocinas sintetizadas por linfécitos), as monocinas
(citocinas sintetizadas por mondcitos), as interleucinas (citocinas sintetizadas por um
leucdcito que atua sobre outro leucdcito) e as quimiocinas (citocinas que exercem a
quimioatragdo de leucécitos).

Com destague para as quimiocinas, estas modulam os mecanismos fisioldgicos
e patolégicos através da habilidade de atrair quimicamente determinadas populacdes
leucocitarias, recrutando e ativando esses tipos celulares. E descrito que a interagio
entre a quimiocina e a célula leva a polarizacao de leucdcitos, propiciando o processo
de migracao para o foco da lesdo a partir do sangue periférico ou entre os tecidos.
Este processo leva producdol/liberacdo de mais quimiocinas, resultando em um
processo de retroalimentacdo positiva que ira garantir a manutencdo do processo
inflamatodrio. Em geral, os leucécitos e as células residentes no sitio inflamatério séo
0s responsaveis pela liberacdo das quimiocinas. Na condicdo da homeostase, as
guimiocinas podem ser produzidas por um amplo espectro de células, ou ainda serem
expressas constitutivamente (64).

Foram identificadas aproximadamente 50 quimiocinas, que atuam na
mobilidade leucocitaria em condicdes de homeostase ou inflamatéria (65).
Atualmente, as quimiocinas séo subdivididas em quatro subfamilias, a saber, CC,
CXC, C e CX3C, cujo elemento de diferenciacdo é baseado na presenca
(representada por uma letra X) ou auséncia de um residuo de aminoacido localizado
entre os dois primeiros dos quatro residuos conservados de cisteina (65). No contexto
de doenca inflamatoria, as quimiocinas CCL3/MIP-1a, CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES
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e CCL22/MDC possuem destaque por serem as mais atuantes nos processos de
natureza fibrotica (66). Na condicdo de exposicéo as particulas de silica foi verificada
a producdo de quimiocinas, além de fatores de crescimento provenientes de
macrofagos alveolares e pneumdcitos tipo Il, que estdo associados tanto ao inicio
como a progressao da doenca (67).

Para exercerem suas acoes, as quimiocinas se ligam a receptores presentes
na membrana celular que possuem 7 dominios transmembranares, conhecidos como
receptores metabotrépicos. Até o momento foram descritos aproximadamente 20 tipos
de receptores, subdivididos em 4 subgrupos, com base nas quimiocinas que sao
reconhecidas. S&do eles: CCR, CXCR, XCR e CX3CR (65). Através da ligacao
guimiocina-receptor ocorrem modificacdes estruturais nas porcdes citoplasmaticas
destes receptores, que passam a ter afinidade pela proteina G. Ao se ligar nesta
determinada regido, a proteina G ira ser ativada transduzindo esse sinal através de
uma cascata de sinalizacdo e culminando na modulacao do processo de transcricao
génica com consequente producdo de mediadores pro-inflamatérios. Apesar das
diferencas serem geralmente pequenas, cada receptor podera ter maior afinidade por
uma ou mais quimiocinas, dependendo da sua maior/menor interagdo quimica. Esses
receptores sao caracterizados por grande complexidade, redundéancia e
promiscuidade, revelada pelo fato de que a maioria das quimiocinas pode atuar sobre
um Unico receptor, porém 0s receptores podem interagir com varias diferentes
guimiocinas. Os receptores de quimiocinas tém se mostrado cruciais em processos
como angiogénese, remodelamento vascular e tecidual, fibrose, dentre outros.
Podem, assim, ser considerados como potenciais alvos na terapia de diferentes
doencas, tais como, psoriase, cancer, doencas periodontais, artrites e outras.
Todavia, as quimiocinas podem se ligar a receptores que nao ativam a proteina G, os
receptores atipicos (65, 68). A importancia desses receptores se deve ao fato de
funcionarem como competidores e classicamente estarem envolvidos na diminuicéo

dos efeitos deletérios das doencas inflamatérias.

2.5.2 Receptores Atipicos

Os receptores atipicos para quimiocinas (ACKR) sdo aqueles que funcionam
como “decoy”, ou seja, possuem uma estrutura fisica semelhante aos receptores
convencionais, porem tém uma modificacdo na segunda porcao intracelular, num
dominio conhecido como DRYLAIV. Desta forma, apesar de ligarem as quimiocinas
com a mesma afinidade que 0s convencionais, 0s receptores atipicos sédo incapazes
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de ativar a proteina G, portanto sdo consequentemente impossibilitados de realizar a
transducgdo de um sinal positivo na célula. Nesse contexto, apos a liga¢éo quimiocina-
receptor atipico ocorre a internalizagdo destas duas estruturas, o que leva a
degradacdo dos mesmos, sendo esse processo considerado uma estratégia primaria
de regulacédo negativa sobre quimiocinas inflamatoérias. Atualmente, sdo conhecidos
guatro receptores atipicos. Sdo eles: ACKR1 (também conhecido como DARK do
inglés “Duffy antigen receptor for chemokines”), ACKR2 (antigamente denominado de
D6 ou CCBP2), ACKR3 (CXCR7) e ACKR4 (CCX-CKR) (69). Todavia, existem outros
dois novos receptores que sdo apontados como atipicos, que se forem confirmados
irdo ser denominados ACKR5 (CCRL2) e ACKR6 (PITPNM3), porém mais estudos
ainda sao necessarios para essa confirmacéo (69). Dentre essas estruturas, os dois
receptores melhores descritos sdo 0 ACKR1 e 0 ACKR2. O ACKRL1 esta expresso em
eritrocitos e é promiscuo pelo fato de interagir tanto com as quimiocinas fisioldgicas
(envolvidas na manutencéo da homeostase) quanto com as inflamatérias do tipo CXC
e CC (70, 71). J4 o ACKR2 esta expresso em endotélio de vasos linfaticos e em
tecidos como pele, intestino e pulmao, sendo seletivo para quimiocinas inflamatérias
da sub-familia CC (72). O ACKR2 também foi encontrado em macréfagos, neutrofilos,
mastocitos e linfocitos (70, 73, 74). Tomando por base estas observacdes, ha um
esforgo atual para compreender o envolvimento destes receptores no contexto das
doencas inflamatdrias, com especial énfase sendo destinada ao receptor ACKR2.
Evidéncias mostram um papel supressor para este receptor no contexto da inflamagéo
ja que sua auséncia em animais nocautes foi encontrada a exacerbacéo da resposta
inflamatéria da pele em modelo de psoriase. Ainda em animais nocautes para o
ACKR2, a infecgdo pulmonar causada pelo Mycobacterium tuberculosis levou a um
aumento tanto do recrutamento de macrofagos/linfécitos quanto dos danos teciduais,

além da alta taxa de mortalidade (75).

Desta forma, a compreensao do papel do ACKR2 na silicose pulmonar podera
trazer informagdes relevantes, contribuir para o entendimento dos seus mecanismos

fisiopatoldgicos e apontar novos rumos terapéuticos.
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3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Neste estudo tivemos como principal objetivo, investigar o papel do receptor

ACKR2 na resposta inflamatdria/fibrética no contexto da silicose experimental murina,

com vista a identificacdo de alvo terapéutico que possibilite o desenvolvimento de

tratamentos eficazes a serem aplicados para o controle desta doenca. Para tanto,

foram utilizados como ferramenta biolégica animais deficientes para o receptor

ACKR2 de quimiocinas (ACKR2") e sistemas de andlise in vivo e in vitro.

Vi)

vii)

3.2 Objetivos Especificos

De forma especifica avaliamos:

a adeséo e rolamento leucocitario de camundongos C57BL/6 e ACKR27;

a caracterizacdo imunofenotipica in vitro de macréfagos (M1/M2) pulmonares de
camundongos C57BL/6 e ACKR2”, 3 e 28 dias ap6s a estimulacdo com as
particulas de silica;

a cinética da expressao do receptor ACKR2 no tecido pulmonar de camundongos
C57BL/6 e ACKR2" silicéticos;

a cinética da variacdo de peso corporal e ingesta de camundongos C57BL/6 e
ACKR27 silicéticos;

a funcdo pulmonar (resisténcia e elastancia) e a hiper-reatividade das vias aéreas
de camundongos C57BL/6 e ACKR2", 3 e 28 dias ap6s a estimulacdo com as
particulas de silica;

a morfologia e morfometria do tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 e
ACKR2", 3 e 28 dias ap6s a estimulacdo com as particulas de silica;

a reatividade de macrofagos peritoneais e derivados de medula d6ssea de
camundongos C57BL/6 e ACKR2 in vitro;

viii) as alteracfes na populacao leucocitaria no sangue periférico e medula 6ssea de

IX)

camundongos C57BL/6 e ACKR2", 3 e 28 dias apds a estimulacdo com as
particulas de silica;
0 conteudo de colageno presente no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6

e ACKR2", 3 e 28 dias ap6s a estimulagdo com as particulas de silica;
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X) 0 conteudo de particulas de silica presentes no tecido pulmonar de camundongos

C57BL/6 e ACKR2", 3 e 28 dias apds a estimulacdo com as particulas de silica;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos das cepas Swiss-Webster, C57BL/6 e
nocautes para o receptor ACKR2 (ACKR27) (74), com idades entre 6 a 8 semanas. A
confirmacdo da delecdo genética dos animais nocautes foi feita através da
genotipagem pela técnica de PCR. Os animais foram provenientes do Centro de
Criacdo de Animais (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz. Todos os procedimentos
neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) sob
a Licenca de numero LW-57/14 (Anexos). Em todas as etapas experimentais, 0s
animais foram mantidos em ambiente com temperatura de 22 + 2 °C, ciclos de
luminosidade controlada (12 h claro/12 h escuro) e umidade a 60 + 10 %. Além disso,

foram fornecidas agua e racdo comercial ad libitum.

4.2 Inducéao dasilicose

Os camundongos foram anestesiados por via inalatéria, com isoflurano
(Cristalia, Itapira, SP) na concentracao de 4%, sob um fluxo de Oz a 0,5 L/min, e entdo
instilados por via intranasal (in) com 50 pL de uma suspenséo de silica cristalina
(10 mg) (0,5 - 10 um, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) em salina estéril (0,9%
de NaCl). Os animais do grupo controle foram instilados apenas com salina estéril, no
mesmo volume e via de administracdo. As analises foram realizadas nos tempos
escolhidos de 3 e 28 dias apés a estimulacdo com silica, correspondendo
respectivamente as fases aguda e cronica da silicose (Figura 1). Os animais foram
aleatoriamente distribuidos nos respectivos grupos experimentais com n de no minimo

6 camundongos por grupo.
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Figura 1 - Esquema de inducéo da silicose e indicagdo dos tempos de anélise.

4.3 Peso corporal eingesta de racéo

Os camundongos C57BL/6 e ACKR2" foram colocados conscientes em um
recipiente e pesados em balanca analitica (BG 1000, Gehaka) em diferentes dias ap6s
a instilacdo de silica (1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias). Em paralelo, foi avaliada a ingesta dos
animais através da comparacgao entre o peso da ragdo colocada sobre a grade no dia
0 e o0 que sobrou dela, em cada tempo de andlise (1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias). A ingesta
foi determinada através da média do consumo de racdo em cada gaiola, contendo

cinco animais.

4.4 Funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas

Neste estudo, a mecéanica respiratdria foi avaliada através de um pletismografo
de corpo inteiro invasivo (Data Sciences International, EUA). Os camundongos foram
anestesiados com nembutal (60 mg/kg) e curarizados através de injecao intravenosa
de brometo de pancurdnio (1 mg/kg, Pavulon®). Em seguida, os animais foram
traqueostomizados para a insercdo de uma cénula de aco (18-gauge), e
acondicionados na posicao de decubito dorsal em uma plataforma aquecida (= 37 °C).
Foram, entdo, acoplados ao pneumotacografo e ventilados a uma taxa de 160
incursdes/min em volume corrente de 0,25 mL. Todo esse sistema foi mantido dentro
uma camara fechada, onde o fluxo de ar e a pressao transpulmonar foram detectados
através de transdutores, que possibilitou a conversao analégico-digital e o calculo dos
parametros de resisténcia das vias aéreas (cmH20.s/mL) e elastancia pulmonar
(cmH20/mL) de cada ciclo respiratério através “software” Buxco FinePointe versdo
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2.4.6 (Buxco Electronics/DSI, UK). Apos um periodo de 5 min para a estabilizacédo, os
parametros basais de funcdo pulmonar foram obtidos através de aerossolizacédo de
PBS. Em seguida, os animais foram estimulados com concentragfes crescentes e
cumulativas do agente broncoconstritor metacolina (3, 9, 27 e 81 mg/mL) durante 5
min cada, possibilitando averiguar a reatividade das vias aéreas e eventual fendbmeno

da hiper-reatividade.

4.5 Contagem total e diferencial de leucdcitos

O namero de leucdcitos totais foi determinado apés a contagem das amostras
em camara de Neubauer, com o auxilio de um microscépio de luz (BX40, Olympus)
em campo claro, em cada ensaio experimental de sangue periférico, medula 6ssea e
pulmdo. A partir dessas amostras, foram realizados os esfregacos de sangue
periférico, além de serem preparadas laminas de citocentrifugados de medula 6ssea
e de pulméo, utilizando 1x10° células em um volume de 100 pL, centrifugadas
(Cytospin3, Shandon) a 400 rpm por 4 minutos. Essas laminas foram utilizadas para
a contagem diferencial de leucécitos, onde foram identificadas 100 células, em
campos aleatorios, por meio da morfologia do nucleo, da proporcéao entre o nucleo e

o citoplasma e das caracteristicas tintoriais de cada célula.

4.5.1 Sangue periférico

As aliquotas de sangue foram coletadas através de um corte na regiao distal
da cauda dos camundongos e retiradas com auxilio de uma micropipeta. O
sangramento foi estancado através da aplicagdo de uma pressdo com uma gaze limpa
sobre a parte cortada da cauda, durante dois minutos. O esfregaco sanguineo foi
realizado através da dispersdo de uma gota de sangue ao longo de uma lamina de
vidro, onde as células foram fixadas e coradas pela técnica classica de May-Grinwald-
Giemsa.

45.2 Medula 6ssea

Apoés a dose letal de anestésico tiopental, os animais foram submetidos a
disseccao e tiveram o fémur e a tibia do lado direito removidos cirurgicamente. O
musculo e tecido conjuntivo foram retirados com auxilio de gaze e tesoura. Apés, 0

fémur foi separado e teve as suas epifises cortadas para a exposicdo do canal
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medular. Com o auxilio de uma seringa e uma agulha (24-gauge), foram injetados 5
mL de meio RPMI 1640 contendo heparina (20 Ul/mL), em uma das extremidades do
fémur para retirada da medula, que foi homogeneizada e mantida em gelo. Uma
aliquota foi separada e diluida em solucdo de Turk (100 x) para contagem de
leucécitos totais em camara de Neubauer. Outra aliquota foi utilizada para a confeccéo
de laminas de citocentrifugados utilizando 1x10° células em um volume de 100 pL,
centrifugadas (Cytospin3, Shandon) a 400 rpm por 4 minutos e coradas com May-
Grunwald-Giemsa. Foi realizada a contagem diferencial dos leucécitos, através da
identificacdo das particularidades morfolégicas intrinsecas de cada célula, tais como
tamanho, coloracdo e relacao nucleo-citoplasma. As laminas foram avaliadas em
microscoépio de luz (BX50, Olympus) em objetiva de imersdo em 6leo (aumento de
100x).

4.6 Citometriade fluxo

4.6.1 Obtencéao das células

Os animais foram mortos com o anestésico tiopental de sodio (500 mg/kg, ip)
(Thiopentax, Cristélia, SP), e em seguida perfundidos através do coracgdo (incisédo no
ventriculo direito), com uma solucdo contendo PBS e EDTA (10 mM). Os pulmdes
foram retirados, cortados em fragmentos bem pequenos e, em seguida, imersos em
solucéo de digestéao contendo colagenase 1 (0,45 mg/mL), DNAse (0,025 mg/mL) em
meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab) sob
agitacao constante, em banho-maria a 37 °C por 1 h. As amostras foram passadas
em peneiras com poros de 40 um e colocadas em meio RPMI com 10% de SFB.
Foram submetidas a centrifugacdo a 1900 rpm a 4 °C por 10 min. ApGs descartar do
sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 1 mL de RPMI-1640 com 10% de
SFB, feita contagem do numero total em camara de Neubauer e mantidas a 4 °C até

a marcacdao para analise por citometria de fluxo.

4.6.2 Avaliacédo das células

As células (1x108 células/poco) foram adicionadas as placas de 96 pocos com
fundo em U e, posteriormente, incubadas com soro de carneiro para realizacao de
blogueio dos sitios inespecificos. As placas foram centrifugadas a 1400 rpm a 4 °C

por 10 min, em seguida, o sobrenadante foi descartado e os anticorpos especificos
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com seus respectivos controles com isotipos adicionados (Tabelal). Apos incubacéo
a 4 °C por 30 min, as células foram lavadas e ressuspensas em PBS e transferidas
para tubos de leitura de citometria de fluxo. Todas as amostras foram mantidas em
banho de gelo e protegidas da luz durante o periodo do ensaio. As células marcadas
foram analisadas em citbmetro de fluxo (FACScallibur, Becton-Dickinson). O
FACSCallibur possui duas fontes luminosas (feixe de luz), um laser de argbnio (488
nm de excitacdo) e um de diodo (633 nm de excitacdo). A transmisséo ou a refracéo
da luz pelas células é detectada por meio de seis detectores: “Forward Scatter” (FSC)
que avalia a dispersao frontal da luz (referente ao tamanho da célula); “Side Scatter”
(SSC) que é sensivel a dispersao lateral da luz (referente a complexidade interna ou
granulosidade da célula), bem como por quatro detectores de fluorescéncia. Os
detectores FSC e SSC foram ajustados para acomodar populagdes heterogéneas de
células presentes nas amostras e os dados foram coletados em escala linear. Dados
de fluorescéncia foram coletados em escala logaritmica. A fluorescéncia do FITC, PE,
PE-Cy7, AlexaFluor647 foi captada pelos filtros de 530/30 (530 + 15) nm (FL1), 585/42
(585 = 21) nm (FL2), 670/LP (>670) nm (FL3) e 660/20 (660+10) nm (FL4),
respectivamente. Para identificacdo de macréfagos foram utilizados anticorpos
monoclonais comerciais (BD Biosciences) capazes de identificar os marcadores
CD11b, F4/80 e CD206. Através do marcador CD45 foram, entdo, excluidos tipos
celulares potencialmente contaminantes, principalmente células epiteliais e
endoteliais. As listagens dos anticorpos e fluorocromos utilizados estéo apresentadas
nas Tabela 1 e Tabela 2, respectivamente. Em todos os ensaios de citometria de fluxo,
as células foram observadas através da contagem do numero de eventos
fluorescentes detectados pelo aparelho. Eles foram representados através de gréaficos
de pontos (“dot plots”) com duas dimensbes em escala linear (FSC e SSC), para
delimitacdo e exclusdo das populacdes em estudo. Além disso, foram utilizados
histogramas e “dot plots”, em escala logaritmica, para cada marcador fluorescente
utilizado. Foram adquiridos 20.000 eventos em cada amostra, utilizando o programa
BD CellQuest versdo 5.1 (BD Biosciences). Os dados obtidos foram analisados

utilizando o “software” FlowdJo versao 10.0.7 (Tree Star, Inc.).
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Tabela 1 - Anticorpos utilizados

Molécula
CD11b
CD206
CD45
F4/80

Clone Isétipo
M1/70 IgG2hb, k
MR5D3 IgG2a
30-F11 19Gap, k
BMS8 lgG2a, k

Fluorocromo Fabricante
PE-Cy7 eBioscience
AlexaFluor647 Bio-Rad

PE eBioscience
FITC eBioscience

Tabela de anticorpos monoclonais utilizados na fenotipagem de macrofagos,
indicando a especificidade do anticorpo (molécula), o clone, o isétipo e o
fluorocromo,.

Tabela 2 — Descri¢éo das estruturas em estudo

Moléculas Expresséo Celular Principal Principais funcgdes atribuidas

CD45 Células hematopoiéticas Tirosina fosfatase que desempenha
funcéo critica e sinalizacdo de receptor
de antigeno.

CD11b Granulécitos, mondcitos, | Fagocitose de particulas revestidas

macréfagos, células dendriticas | com iC3b; adesdo de neutréfilo e
e células NK monaocito ao endotélio e proteinas de
matriz extracelular.

F4/80 Macréfagos Estimulo a producdo de citocinas e
inducdo de tolerancia periférica em
células T CD8+.

CD206 Macréfagos Liga estruturas com alta manose em
patégenos; medeia endocitose de
glicoproteinas em macréfagos e
fagocitose de bactérias, fungos e
outros patégenos.

Fonte: Adaptado do Abbas (76)

4.7 Histologia

Os camundongos foram submetidos a eutanasia com tiopental sédico (500

mg/kg, ip). ApOs a exposi¢cdo da caixa toracica, os pulmdes foram perfundidos com

solucao de salina (0,9%) + EDTA (10 mM) por meio de uma canula intracardiaca para

a remogao do sangue. Em seguida, o pulmao direito foi retirado, congelado e

armazenado em freezer - 80 °C para analises bioquimicas. O pulmao esquerdo foi
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imerso em solucéo Millonig (formalina tamponada a 10%) e fixado por no minimo 7
dias. Apoés, o pulméo foi submetido ao processo de desidratacado, utilizando solucbes
de etanol em concentracdes crescentes (70, 80, 90 e 100%), clarificagdo em xilol e
inclusdo numa mistura proporcional (1:2) de parafina e Paraplast Plus® (P3683,
Sigma-Aldrich). Posteriormente, foram realizados cortes histolégicos dos pulmdes
(com 4 um de espessura) em microtomo (RM2235, Leica) e submetidos a coloragéo
com Hematoxilina-Eosina (HE) para analise das estruturas do tecido pulmonar e Picro-
Sirius (PS) para avaliacdo da deposicdo de coldgeno (77). Os cortes histologicos
foram analisados de forma qualitativa a fim de avaliar comparativamente a estrutura
do tecido epitelial no grupo controle e experimental, utilizando microscépio de luz
(BX51, Olympus) e fotografados com auxilio de uma camera digital (UC30, Olympus).
De modo quantitativo, foi possivel identificar o colageno (cor vermelha) e realizar a
contagem dos pixels com a tonalidade vermelha (77), através do programa Image-Pro
versao 4.5 (Media Cybernetics). Em alguns grupos de experimentos, os cortes de
tecido pulmonar foram submetidos ao processo de escaneamento de laminas
(Panoramic Desk, 3D Histech) e analisados através do programa Panorammic Midi
versdo 1.16 (3D Histech).

4.7.1 Morfometria

A analise morfométrica foi realizada através da técnica convencional de “point-
couting” (contagem de linhas e pontos) (78, 79), onde utilizamos uma ocular acoplada
ao microscoépio, contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e 50 segmentos
de reta dispostos em paralelo. Em um aumento de 200x, foram avaliados vinte campos
aleatérios e ndo coincidentes por lamina. Foi quantificada entdo, a fracdo de area
ocupada por granulomas. O nimero de pontos na area de granuloma foi dividido pelo
total de pontos contados em cada campo analisado e expresso sob a forma de

percentual.

4.7.2 Contagem das particulas de silica

Os cortes histolégicos foram analisados utilizando microscépio de luz (BX51,
Olympus) e fotografados com auxilio de uma camera digital (UC30, Olympus),
utilizando um sistema polarizador de luz. Sendo assim, foi possivel identificar a
refringéncia das particulas de silica (cor branca) e realizar a contagem dos pixels com
a tonalidade branca (77), através do programa Image-Pro versdo 4.5 (Media

Cybernetics).
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4.8 ELISA

Foram realizadas as dosagens de citocinas utilizando-se kits comerciais de
ELISA (DuoSet, Estados Unidos), sendo seguidas as recomendacdes do fabricante.
Neste método, foram adicionados a placa de fundo chato 100 uL do anticorpo de
captura diluido em tampéo carbonato-bicarbonato (NaCl 1,5 M, HzBO4 0,5 M e NaOH
1 N) em pH = 9,5, e incubadas por uma noite. Ap6s 3 lavagens com 200 uL/poco de
tampéo 1 (timerosal, KPOs4 1 M e Tween 20 0,005%), as placas foram bloqueadas
com 250 pL/poco de tampédo 2 (PBS 1x com 1% de albumina sérica bovina) por 1 h,
a temperatura ambiente. Apds 3 lavagens com tampéao 1 (200 uL/poc¢o), as amostras
e o0s padrdes foram diluidos em PBS com 2% de SFB, adicionados aos pocos
(100 pL/pogo) e incubados por um periodo de 2 h em temperatura ambiente. Para a
curva-padrdo das citocinas, foram feitas duplicatas de 50 pL/poco das diluicbes
seriadas (1:2) das citocinas recombinantes, conforme recomendacfes do fabricante.
Posteriormente, foram realizadas lavagens com tampédo 1 e foram adicionados 0s
anticorpos de deteccédo (50 pg/mL), com incubacao de 2 h a temperatura ambiente.
Novamente, a placa foi lavada com o tampéo 1, seguindo-se a etapa de incubacéo
por 1 ha 20 °C (50 uL/pogo) com a enzima peroxidase neutravidina-horseradish (HRP)
diluida em tamp&o 2. Por fim, foi realizada uma udltima lavagem com tampao e foi
adicionado o substrato (K-Blue®) (50 uL/pogo) nas placas, resultando apés 5 a 30 min
em uma reacao colorimétrica, que foi interrompida apds o acréscimo de 50 pL/pogo
de H2SO4 (0,19 M). As placas foram lidas em espectrofotdmetro de placa, no

comprimento de onda de 450 nm e os resultados foram expressos em pg/mL.

4.9 Obtencdao e ativacdo de macrofagos

4.9.1 Macrofagos peritoneais

Os animais C57BL/6 e ACKR2"- foram submetidos a eutanasia em camara de
CO2. Em seguida, foram colocados dentro de cabines de seguranca bioldgica, na
posicao de decubito dorsal e submetidos a dissecacao da pele abdominal, expondo o
peritbnio. Através de uma incisdo com agulha (18-gauge), foram injetados 3 mL de
PBS e EDTA (10 mM) dentro da cavidade peritoneal. Apés gentis movimentos de
massagem no abdémen do animal, foi aberto um orificio através do peritbnio, onde foi
recolhido esse lavado com uma pipeta Pasteur e depositado em tubos de 15 mL

estéreis, mantidos a 4 °C. Estes, por sua vez, foram centrifugados em 1900 rpm por
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10 minutos a 4 °C. Apds descartar o sobrenadante, as células foram ressuspendidas
em 1 mL de RPMI-1640 sem SFB e contadas em camara de Neubauer. Em seguida,
as células foram adicionadas em placas de 24 pocos (5x10° células/poco), em
triplicata, e as amostras incubadas por um periodo de 1 h em estufa com 5% de CO:
a 37 °C com os estimulos LPS (0,5 pg/mL) e silica (12,5 pg/mL). Apés 6 h, o
sobrenadante foi recolhido e armazenado em freezer - 80 °C para a subsequente

guantificacdo de citocinas (IL-6 e TNF-a) por método de ELISA.

4.9.2 Macroéfagos derivados de medula 6ssea (BMDM)

As células foram obtidas a partir dos dois fémures provenientes de
camundongos, e em seguida colocadas em placas de Petri, e incubadas com 20% do
sobrenadante da linhagem celular L929 (fonte de M-CSF) + 10 mL de meio RPMI
(20 % SFB), mantidas a 37 °C e atmosfera de 5% CO2. Apo0s 3 dias, foram adicionados
10 mL de meio RPMI (20 % SFB) as placas e feita incubacéo por mais 7 dias. Ao final
deste periodo, foram adicionados 5 mL de PBS gelado e as células recuperadas com
o auxilio de um “cell scraper”.

Para inducdo do processo de polarizacdo, as células recuperadas
(supracitadas) foram adicionadas as placas de 96 pocos de fundo chato, contendo
meio RPMI (10 % SFB), na densidade de 3 x 10° células por poco, em triplicata. Uma
hora apds, as células foram incubadas com LPS (100 ng/mL) para polarizacéo de perfil
M1, ou com IL-4 (10 ng/ml), para polarizacéo de perfil M2. Apds 48 h, o sobrenadante
foi recolhido e armazenado a - 20 °C para posterior analise. Em um segundo protocolo,
as células foram polarizadas para M1 mediante incubacdo com IFN-y (1 ng/mL) ou IL-
4 (10 ng/mL) para M2 por 24 h, a 37 °C e atmosfera de 5% CO2. Em seguida, as
células foram estimuladas com LPS (100 pug/mL) ou silica (125 pg/mL) e 48 h apds, o

sobrenadante foi recolhido e armazenado para posteriores analises.

4.10 Adesao e rolamento de leucocitos em sistema de microscopia intravital

Os animais foram anestesiados com uma injecdo de cloridrato de cetamina
(2100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg), por via intraperitoneal. Para facilitar a
respiragdo espontanea, foi inserida uma canula na traqueia dos animais (PE 190,
Becton Dickinson Company, EUA). A temperatura corporal foi monitorada e mantida

a 37 °C com uma superficie de aquecimento. Através de uma incisdo no escroto, 0
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musculo cremaster foi localizado e uma area de 1 cm? foi exposta numa plataforma
de microscopia intravital (Leitz, Wetzlar, Hessen, Alemanha), para serem identificadas
as regides da microcirculagdo do musculo. Foi utilizada uma solucdo de salina
tamponada com bicarbonato de HEPES, com 95 % de Oz e 5 % de CO2 para manter
um pH de 7,4 e baixa tensdo de oxigénio. Ao final de 30 min apds a conclusao da fase
de preparacao, cada camundongo recebeu uma injecao intravenosa (7,5 mg / 30 g de
peso corporal) de dextrano marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (TdB
Consultancy, Uppsala, Suécia) como um marcador macromolecular. A permeabilidade
microvascular para grandes moléculas foi quantificada através da contagem do
namero de locais de extravasamento de plasma fluorescente (vazamentos),
visualizados pela fluorescéncia tracadora em vénulas pds-capilares. As preparacdes
com menos de 10 locais de vazamento 30 min apés a injecado de dextrano marcada
com FITC foram aceitas para experiéncias. Os leucdcitos foram marcados com a
rodamina G (3 mg / 30 g de peso corporal) imediatamente antes da observacao e as
imagens foram gravadas em fitas VHS para posterior analise. Em cada campo foram
contabilizadas as células que efetuaram o rolamento e aquelas que ficaram aderidas

no vaso sanguineo por pelo menos 30 seg.

4.11 PCR em tempo real

Os pulmdes foram perfundidos com solugéo salina 0,9%. Em seguida, o pulméo
esquerdo foi retirado e colocado em microtubo de 2 mL com 0,5 mL da solucéo TRIzol®
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific), o qual foi acoplado a um triturador de tecidos
(MA102, Marconi) onde foi realizada a maceracédo do pulmao para extracdo do RNA.
Para analise quantitativa foi utilizado o espectrofotdmetro NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific), onde foi colocado 1 pL da amostra. Em
seguida, 2 ug de RNA extraido foi incubado com 1 pL de oligo dT (50 pM)
(ThermoFisher Scientific) a 70 °C por 5 min. O RNA foi entdo incubado com uma
solucdo Mastermix (ThermoFisher Scientific) contendo: dNTP (10 mM), DTT (0,1 M),
RNaseOUT, SuperScript® Fisrt-Strand Buffer (5x) e SuperScript™ Ill, a 42 °C por 2h
e 30 min e posteriormente a 70 °C por 15 min. Por fim, foi utilizado o sistema de PCR
em tempo real TagMan “Gene Expression Assays” (ThermoFisher Scientific) no
cDNA resultante, juntamente com os pares de oligonucleotideos iniciadores exénicos
(F5 — TCAGCCACCGTCTGGACTAT — 3 e R5 — GATTGGTAAGACTCTCGTCGTC

— 3’), para determinar os niveis dos receptores ACKR2 nos pulmdes. As condi¢des
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para a reacao foram: 95 °C por 10 min para a ativacdo da enzima polimerase, 40 ciclos
de desnaturacdo a 95 °C por 15 seg e anelamento e extensédo a 60 °C por 1 min,
seguido da curva de dissociacéo (95 °C por 1 min, 60 °C por 30 seg e 95 °C por 30
seg). A reacao de PCR foi realizada no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR
System e aquisicdo dos resultados pelo software 7500 versdo 2.0 (ThermoFisher
Scientific). O aumento na expressao génica foi calculado através da férmula 2-24CT,

onde AACT = (animal silicético - animal salina)%"e avo — (animal silicético — animal

salina)eene constitutivo_

4.12 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e
analisados estatisticamente através de analise de variancia (“One-Way” ANOVA),
seguida de teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls-Student. Cada
experimento foi realizado no minimo trés vezes de forma independente. Para
comparacao entre dois grupos experimentais, foi utilizado o teste t de “Student” para
amostras ndo-pareadas. No caso da andlise da area de granuloma os parametros
apresentados em forma percentual foram submetidos a transformacao arcoseno, a fim
de tornar sua distribuicdo proxima ao normal, permitindo, assim, a realizacdo dos
testes de variancia descritos acima. A andlise de variancia (“Two-Way” ANOVA)
seguida de teste de comparagcdo multipla de Bonferroni foi utilizado para analise da
funcdo pulmonar. Foram considerados, nos testes acima citados, valores de

significancia de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados apresentados nesta sessao estardo divididos para aqueles
obtidos para os animais: a) Swiss-Webster (subitens 5.1; 5.2 e 5.3); b) C57BL/6
selvagens (subitem 5.4); ¢) C57BL/6 selvagens comparados com 0s nocautes para o
receptor ACKR2 (subitens 5.5 a 5.12).

5.1 Andlise da funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de

camundongos Swiss-Webster estimulados com silica

Como em diversas pneumoconioses, na silicose ocorre uma alteragdo da
mecanica respiratoria nos portadores desta doenca. Nesse contexto, buscamos
investigar as possiveis mudancas na funcdo pulmonar, tendo como base o modelo
experimental em camundongos. Foram avaliados os parametros de resisténcia das
vias aéreas e elastancia pulmonar (Figura 2), com énfase na fase inicial (3 dias)
(Painéis superiores) e tardia (28 dias) (Painéis inferiores). Constatamos que a
instilacdo intranasal de silica (ha dose de 10 mg/animal) levou a um aumento nos
niveis basais de resisténcia e elastancia pulmonares, em comparacao ao verificado
nos animais controles, que foram instilados com salina (Figura 2), conforme verificado
em publica¢des anteriores (77, 80). Mediante a aerossolizagdo do agente colinérgico
metacolina (3 - 27 mg/mL), observamos que todos os grupos foram sensiveis a acao
broncoconstritora do composto, sendo que os animais silicéticos apresentaram uma
da resposta mais expressiva (Figura 2), o que caracterizou um quadro de hiper-

reatividade pulmonar associada a silicose.

5.2 Andlise histolégica do tecido pulmonar de camundongos Swiss-Webster

estimulados com silica

Nesta etapa investigamos parametros morfofisiologicos da silicose de forma a
estabelecer uma correlagdo entre a diminuicao verificada na fungcéo pulmonar e o
comprometimento tecidual. Para tanto foi utilizada técnica de histologia classica e
coloracdo com HE. Como ilustrado na Figura 3, observamos que os camundongos
controles, instilados com salina, mantém a arquitetura pulmonar normal, conforme

atestado pelas vias aéreas e parénquima pulmonar bem preservados. N&o foi
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observado sinal de processo inflamatdrio ou modificacdo das células estruturais e
residentes nos pulmdes (Figuras 3 A, C). No caso dos animais silicoticos (Figuras 3
B, D), notamos na fase inicial (3 dias) a presenca de inflamacao caracterizada por
edema e infiltrado leucocitario difuso, acompanhada por uma resposta fibrogénica
bastante discreta (Figura 3 B). Além disso, areas de fibrose frouxa e sem delineamento
de bordos também foram evidenciadas nesse grupo (Figura 3 B). Com a evolucao do
processo silicotico, foi identificada a presenca de espessamento dos septos
alveolares, marcada area de formagdo de granulomas exibindo aspecto denso e
bordos bem definidos e coalescentes (Figuras 3 D). A analise morfométrica
comparando os grupos com silicose inicial (3 dias) e tardia (28 dias), mostra o0 aumento
da area pulmonar ocupada por granulomas nesse ultimo (Figura 3 E).
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Figura 2 - Andlise da funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de

camundongos Swiss-Webster instilados com silica (10 mg/50 uL).

Foram avaliados os parametros de resisténcia das vias aéreas (A, C) e elastancia
pulmonar (B, D) na condicdo de aerossolizacédo de PBS e metacolina (3 - 27 mg/mL).
A analise foi realizada em 3 (A, B) e 28 (C, D) dias poés-silica. As colunas representam
a média * erro padrao da média de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo * indica

p < 0,05 em comparacédo ao grupo salina.
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Figura 3 - Andlise das alteragbes morfolégicas no pulmédo de camundongos
Swiss-Webster instilados com silica (10 mg/50 uL).

Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais instilados com salina (painéis
esquerdos) e silica (painéis direitos), coradas com HE e analisadas em microscopio
de luz. As andlises foram realizadas em 3 (B) e 28 (D) dias pos-silica. Morfometria do
parénquima pulmonar (E). As colunas representam a média + erro padrao da média
de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo + indica p < 0,05 em comparacéo ao
grupo salina. O * indica o granuloma. Aumento de 200 x.



5.3 Andlise de expressdo dos receptores ACKR2 no pulmao de

camundongos Swiss-Webster estimulados com silica

Considerando que o papel do receptor atipico para quimiocinas ACKR2 era
nosso propodsito de investigacdo na silicose, foi analisada a expressao deste receptor
no processo de silicose experimental. Para tanto fizemos uso da técnica de PCR em
tempo real para andlise da expressao do RNA mensageiro (RNAm) do receptor
ACKR2 em diferentes tempos ap0s a instilacdo de particulas de silica. Verificamos
gue os niveis de RNAm para o receptor apés 1 dia a provocagdo com a silica, estavam
diminuidos no tempo de 3 dias e permaneceram reduzidos nos mesmos patamares
até 28 dias (Figura 4). Vale ressaltar que por n&o existir anticorpo para
reconhecimento do receptor ACKR2 em roedores, ndo foi possivel a analise da

expressao da proteina.

1.5+
Silica

-AACt

(Sobre a expressdo do gene endégeno 18S)

ACKR2 "Fold increase"

Dias

1 3 7 14 28

Tempo apo6s instilagdo de silica

Figura 4 - Andlise da expressdo de RNAm para receptores ACKR2 nos pulmdes
de camundongos Swiss-Webster instilados com silica (10 mg/50 pL).

A andlise foi realizada em 1 - 28 dias poés-silica. As colunas representam a média +
erro padrdo da média de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo * indica p < 0,05
em comparacao ao grupo silica 1 dia.
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5.4 Andlise de expressao do receptor ACKR2 no pulméo de camundongos

C57BL/6 (selvagens) estimulados com silica

Considerando que os camundongos nocautes para ACKR2 foram criados a partir
de selvagens isogénicos e consequentemente diferentes da cepa analisada
inicialmente (Swiss-Webster) para a expressado do receptor ACKR2, optamos por
avaliar a expressao deste receptor nos camundongos C57BL/6. Os resultados
mostraram que a analise da cinética de expressdo do receptor no grupo de animais
selvagens induzidos a silicose revelou que, de forma semelhante ao observado com
0s camundongos Swiss-Webster, o nivel do RNAm para o receptor ACKR2 apoés 1 dia
do desafio com silica diminuiu durante os demais tempos analisados (3 - 28 dias p6s-

silica) (Figura 5).
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Figura 5 - Andlise da expressdao de RNAm para receptores ACKR2 nos pulmdes
de camundongos C57BL/6 instilados com silica (10 mg/50 pL).

A andlise foi realizada em 1 - 28 dias p6és-silica. As colunas representam a média +
erro padrdo da meédia de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo * indica p < 0,05
em comparac¢ao ao grupo silicético 1 dia.
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5.5 Avaliacdo da variacdo de peso corporal e ingestdo de racdo de
camundongos nocautes para o receptor ACKR2 e estimulados com

silica

De posse dos achados descritos acima, partimos para a analise dos animais
nocautes para o gene do receptor ACKR2 submetidos a estimulagéo com silica, sendo
assim possivel observar o que a falta desse gene poderia causar no organismo.
Iniciamos pela analise da variacao de peso corporal, uma vez que na clinica a perda
de peso é um dos sinais caracteristicos de pacientes silicoticos (37). Conforme
ilustrado na Figura 6, os animais selvagens (C57BL/6) e 0s nocautes para o receptor
ACKR2 controles (instilados com salina), apresentaram perfil de ganho de massa
corporal, aumentando o peso durante o periodo analisado (1 — 28 dias). Ao contrario,
animais silicéticos, tanto do grupo selvagem como nocaute para o receptor ACKR2
apresentaram reducdo significativa do peso corporal entre os dias 1 e 3 pos-silica,
com clara recuperacdo nos tempos subsequentes da analise e apresentando,
portanto, o mesmo perfil (Figura 6 A).

De forma complementar, evidéncias na literatura indicam que individuos
silicoticos podem apresentar um quadro de disfagia, geralmente pela compressao
esofagiana, consequéncia da doenca, o que acarreta dificuldade na alimentacao (37).
Nossa analise seguinte incluiu 0 acompanhamento da média de ingesta de racao por
gaiola durante 28 dias. Nossos dados mostraram que, apesar de haver uma tendéncia
a reducéo de ingesta de racdo entre 1 - 3 dias apds a silica, niveis semelhantes de

alimentacao foram observados entre 0s grupos experimentais analisados (Figura 6 B).
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Figura 6 - Andlise do peso corporal e da ingesta de racdo dos camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

Foram avaliados os parametros do peso corporal (A) e acompanhamento cumulativo
dos valores de ingesta de racdo (B). As analises foram realizadas 1 - 28 dias pos-
silica. Os valores representam a média + erro padrdo da média de no minimo 6
animais por grupo. O simbolo * indica p < 0,05 em comparacao ao respectivo controle
negativo.
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5.6 Avaliacdo da funcdo pulmonar de camundongos selvagens e nocautes

para o receptor ACKR2 estimulados com silica

Foram analisados resisténcia das vias aéreas e elastancia pulmonar em
camundongos nocautes para o receptor ACKR2 e selvagens 3 e 28 dias apés a
estimulacdo com silica.

Para a fase aguda da silicose (3 dias): Os animais selvagens com silicose
apresentaram niveis basais de resisténcia (Figura 7 A) e elastancia (Figura 7 B)
aumentados em relagcdo aos animais selvagens controles instilados com salina. Na
condicdo de aerossolizacdo com diferentes doses de metacolina, a resposta mostrou-
se exacerbada nos animais silicéticos em todas as doses utilizadas, confirmando
também a presenca de um quadro de hiper-reatividade das vias aéreas na cepa de
camundongos selvagens (Figuras 7 A, B).

Para os camundongos nocautes para ACKR2 a mesma andlise revelou que
somente o0s niveis basais de resisténcia estdo aumentados em relacdo aos animais
nocautes controles instilados com salina. Na condicdo de aerossolizagdo com
diferentes doses de metacolina os animais silicoticos ndo sdo diferentes dos seus
controles instilados com salina (Figuras 7 A, B).

Ao compararmos os dados dos animais silicoticos selvagens e nocautes
pudemos observar que as resisténcias basais das vias aéreas sao iguais, todavia
guando os grupos séo desafiados com metacolina os animais nocautes respondem
de forma menos pronunciada a partir da dose de 27 mg/mL (7 A). Quanto aos valores
comparados entre 0S mesmos grupos para elastancia pulmonar os animais nocautes
apresentam niveis basais menores e também resposta diminuida com todas as
diferentes doses utilizadas nos desafios com metacolina, ndo havendo aquela
resposta de hiper-reatividade observada nos selvagens (7 B).

Para a fase crbnica da silicose (28 dias): os animais selvagens silicéticos
apresentaram niveis basais de resisténcia (Figura 8 A) e elastancia (Figura 8 B) iguais
em relacdo aos animais selvagens controles instilados com salina. Na condicéo de
aerossolizagdo com diferentes doses de metacolina, a resposta mostrou-se
aumentada nos animais silicoticos em todas as doses utilizadas, confirmando o
guadro de hiper-reatividade (Figuras 8 A, B).

Para os camundongos nocautes para ACKR2 a mesma analise mostrou que 0s
niveis basais de resisténcia e elastancia sdo iguais aos dos animais nocautes

controles instilados com salina. Na condi¢céo de aerossolizagdo com diferentes doses
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de metacolina os animais silicoticos ndo sao diferentes dos seus controles instilados
com salina tanto para resisténcia quanto para a elastancia (Figuras 8 A, B).

Ao compararmos os dados dos animais silicoticos selvagens e nocautes
pudemos observar que as resisténcias basais das vias aéreas sao iguais, todavia
guando os grupos sdo desafiados com metacolina os animais nocautes respondem

de forma menos pronunciada com todas as doses utilizadas (8 A).
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Figura 7 - Andlise da funcéo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de
camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

Foram avaliados os parametros de resisténcia das vias aéreas (A) e elastancia
pulmonar (B) na condicdo de aerossolizagédo de PBS e metacolina (3 - 27 mg/mL). A
andlise foi realizada em 3 dias poés-silica. As colunas representam a média + erro
padrdo da média de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo * e + indicam
respectivamente p < 0,05 em comparacgao ao grupo salina C57BL/6 e entre 0os grupos
silica (C57BL/6 ou ACKR27).
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Figura 8 - Andlise da funcéo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de
camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com salina e silica (10 mg/50 pL).
Foram avaliados os parametros de resisténcia das vias aéreas (A) e elastancia
pulmonar (B) na condicdo de aerossolizacéo de PBS e metacolina (3 - 27 mg/mL). A
analise foi realizada em 28 dias pos-silica. As colunas representam a meédia + erro
padrdo da média de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo * e + indicam
respectivamente p < 0,05 em comparacdo ao grupo C57BL/6 salina e entre os grupos
silica (C57BL/6 ou ACKR27).
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5.7 Andélise morfolégica dos pulmbdes dos camundongos selvagens e

nocautes para o receptor ACKR2 estimulados com silica

Utilizando cortes de tecido pulmonar corados com HE, verificamos que
camundongos selvagens instilados com salina exibiram parénquima pulmonar normal
e arquitetura alveolar bem definida, sem espessamento de septo ou presenca de
inflamacé&o (Figura 9 A). Os animais selvagens silicéticos exibiram marcada resposta
fibrogénica e extensa formacéo de granuloma, com presenca de edema, infiltrado
inflamatério em areas compativeis com as verificadas nos camundongos Swiss-
Webster (Figura 9 C, E). Na condicao dos animais nocautes para o receptor ACKR2,
0s controles (salina) mostraram parénquima pulmonar com arquitetura preservada
(Figura 9 B), semelhante ao observado no grupo selvagem, enquanto que 0s nocautes
silicéticos (Figura 9 D, F) apresentaram uma menor resposta granulomatosa no tempo
de 28 dias (Figura 9 F) quando comparados com os silicéticos selvagens. Na Figura
10 estdo representados os valores da analise morfométrica que confirmaram as
observacfes prévias, indicando um aumento significativo de area pulmonar ocupada
por granulomas nos animais silicoticos normal e selvagem, porém em menor nivel nos
silicticos nocautes cronicos (28 dias).

No contexto de doencas fibroticas, é conhecido o fato de haver aumento na
producéo de elementos de matriz extracelular, com destaque para o colageno. Sendo
assim, avaliamos a presenca de colageno nos tecidos pulmonares utilizando cortes
de tecido pulmonar submetidos a coloragdo com Picro-Sirius. De forma coerente, ndo
foi evidenciada alteracdo no conteudo de fibras colagenas nos pulmbes de
camundongos selvagens quando comparados com 0s nocautes controles (Figuras 11.
A, B, respectivamente). Quanto aos animais silicoticos selvagens e nocautes, foi
verificado um aumento no conteudo de colageno no tecido pulmonar, na fase inicial (3
dias), quando comparados aos seus respectivos controles salinas, o que é compativel
com a condicdo de estabelecimento da doenca (Figura 11 C, D). Na fase crbnica da
doenca (28 dias), observamos o aumento expressivo de fibras coldgenas no
parénquima pulmonar, de forma co-localizadas com a regidao da fibrose
granulomatosa, todavia menos intensa nos animais nocaute (Figura 11 E, F). Dados
referentes a quantificacéo de pixels confirmaram as observac¢des morfoldgicas (Figura
12).
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Figura 9 - Andlise das alterac6es morfoldgicas no pulmédo de camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).
Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais instilados com salina (A, B) e silica
(B - F), coradas com HE e analisadas em microscopio de luz. Os grupos incluem os
animais C57BL/6 (painéis esquerdos) e ACKR27 (painéis direitos). As analises foram
realizadas em 3 (C, D) e 28 (E, F) dias pos-silica. As fotomicrografias representam no

minimo 6 animais por grupo. O * indica o granuloma. Aumento de 200 x.
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Figura 10 - Analise morfométrica de pulmdes de camundongos C57BL/6 e
ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

Morfometria do parénquima pulmonar de animais instilados com silica, corados com
HE e analisados em microscépio de luz no aumento de 200 x. A andlise foi realizada
em 3 e 28 dias pos-silica. As colunas representam a média + erro padrdo da média
de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo + indica p < 0,05 em compara¢do ao
respectivo grupo controle grupo C57BL/6.
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C57BL/6 e ACKR2™ instilados com silica (10 mg/50 pL).

Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais instilados com salina (A, B) e silica
(C - F), coradas com PS e capturadas em microscopio de luz. Os grupos incluem os
animais C57BL/6 (painéis esquerdos) e ACKR2”- (painéis direitos). As andlises foram
realizadas em 3 (C, D) e 28 (E, F) dias pos-silica. As fotomicrografias representam no
minimo 6 animais por grupo. Aumento de 200 x.
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Figura 12 - Analise indireta de colageno dos pulm&es de camundongos C57BL/6
e ACKR2' instilados com silica (10 mg/50 pL).

Quantificacdo de pixels dos pulm&es de animais instilados com salina (NE) ou silica,
corados com PS. Aumento de 200 x. A andlise foi realizada em 3 e 28 dias poés-silica.
As colunas representam a média * erro padrdo da média de no minimo 6 animais por

grupo. Os simbolos * e + indicam p < 0,05 em comparagao aos respectivos grupos NE
e silica C57BL/6.
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5.8 Andlise da populacédo leucocitaria no sangue periférico e medula 6ssea
de camundongos selvagens e nocautes para o receptor ACKR2

estimulados com silica

Tomando por base o infiltrado leucocitario difuso presente no parénquima
pulmonar dos camundongos estimulados com silica, consideramos ser relevante a
analise do perfil de celularidade em outros dois compartimentos integrados a
mobilizacao de leucécitos no organismo — sangue periférico (passagem) e a medula
o0ssea (producdo/armazenamento). Vale ressaltar que a analise revelou que
camundongos selvagens e nocautes para o receptor ACKR2 apresentaram niveis
similares de leucécitos totais e diferenciais tanto no sangue periférico como na medula
Ossea (Figuras 13 e 14).

Analisando a fase inicial da silicose, observamos uma queda nos niveis de
leucécitos totais no sangue periférico, refletindo a diminuicdo no nimero de linfocitos
e 0 aumento em neutrofilos (Figura 13 A). Em tempo mais tardio, 28 dias, vimos que
ocorreu uma reversao do quadro de leucopenia, quando os camundongos silicticos
tiveram aumento no nimero de leucdcitos totais e de neutrofilos, quando comparados
aos controles. Animais selvagens mostraram também aumento no numero de
linfécitos no sangue (Figura 13 B).

No caso da medula 6ssea a analise considerou alguns tipos celulares
pertencentes a linhagem linfoide incluindo os linfécitos, e a mieldide, incluindo os
neutréfilos polimorfonucleares (maduros com nucleo segmentado e imaturos com
nacleo em anel), eosindfilos totais e outros (demais tipos celulares como progenitores
e precursores). De forma similar ao observado no sangue periférico, vimos que na
fase inicial ocorreu uma diminuicdo no total e diferencial das células analisadas
(Figura 14 A), para ambos os grupos de camundongos selvagem e nocaute. Na fase
tardia, néo foi verificada diferenca entre os niveis de leucadcitos totais, eosindfilos e de
outros tipos celulares nos animais silicoticos e seus respectivos controles (Figura 14
B). Vimos redugcdo numero de linfocitos e de neutrofilos maduros e, aumento no

numero de neutrofilos imaturos tanto nos selvagens como nos nocautes (Figura 14 B).
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Figura 13 - Analise dos leucdcitos no sangue periférico de camundongos
C57BL/6 e ACKR2™ instilados com silica (10 mg/50 pL).

Os parametros de leucdcitos totais e diferenciais do sangue foram avaliados no tempo
de 3 (A) e 28 dias (B) pos-silica. As colunas representam a média + erro padrdo da
média de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo * indica p < 0,05 em comparacao
aos respectivos animais salina (dentro do mesmo grupo, ou seja, C57BL/6 ou ACKR2

M.
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Figura 14 - Analise dos leuc6citos na medula 6ssea de camundongos C57BL/6
e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

Os parametros de leucdcitos totais e diferenciais da medula 6ssea foram avaliados no
tempo de 3 (A) e 28 dias (B) pds-silica. As colunas representam a média £ erro padréo
da média de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo * e # indicam respectivamente
p < 0,05 em comparacdo aos animais salina (dentro do mesmo grupo, ou seja,
C57BL/6 ou ACKR2') e entre os grupos silicoticos (C57BL/6 e ACKR27).
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5.9 Andlise da populacdo de macrofagos no pulmdo de camundongos

selvagens e nocautes para o receptor ACKR2 estimulados com silica

Os macrofagos séo células efetoras e reguladoras do sistema imune, que podem
assumir uma condicdo de ativacdo classica (fenétipo M1) ou alternativa (M2),
desempenhando entdo um papel pré-inflamatério ou pré-resolutivo, respectivamente
(81). Desta feita, considerando que os camundongos nocautes para o receptor ACKR2
mostraram reducdo da resposta fibrética quando estimulados com silica, e que os
macrofagos sdo cruciais no contexto da silicose (82), resolvemos investigar se 0s
macrofagos poderiam estar envolvidos neste processo. Nesta etapa do trabalho,
partimos para analise imunofenotipica dos macrofagos utilizando o sistema de
citometria de fluxo.

Como primeira abordagem, avaliamos o perfil de celularidade total proveniente
de homogenato do tecido pulmonar e foram considerados os parametros de tamanho
(forward-scatter” - FSC) e granulosidade (“side-scatter’- SSC) compativeis para
selecdo de possiveis macrofagos (Figura 15 A). A segunda etapa foi a utilizacéo de
anticorpo marcado com fluorocromo direcionado para reconhecimento do CD45, um
marcador comum a todos os leucdcitos (Figura 15 B). A partir do qual selecionamos
somente as células CD45 positivas (Figura 15 C) para entédo analisar as marcacgoes e
gerar os gréficos (Figura 15 D).

Com essa fracéo de células previamente selecionadas a etapa seguinte consistiu
em utilizar marcadores mais especificos na identificacdo de macrofagos: F4/80
(macroéfagos totais), CD11b (conjuntamente com F4/80, garante a identificacdo de
macrofagos totais) e CD206 (macrofagos do subtipo M2). A avaliacdo inicial e tardia
qualitativa revelou o perfil de “dot-plot” referente aos macréfagos totais dos grupos
selvagem e nocaute e entre 0s grupos salina e silica (Figura 16). Na Figura 17 esta
refletida a quantidade de células marcadas positivamente para CD45, F4/80 e CD11b
(macroéfagos totais). Pudemos observar que na fase aguda (3 dias) somente o0s
animais silicéticos selvagens tiveram um aumento significativo de macrofagos totais
em relacéo aos demais grupos analisados (selvagem salina, nocaute salina e nocaute
silicético) (Figura 17 A). Em contrapartida, na fase cronica (28 dias) foi observado um
aumento significativo da quantidade de macrofagos em ambos os grupos submetidos
a silicose (selvagem e nocaute), sendo que esse aumento foi semelhante quando

comparamos esses grupos silicéticos (Figura 17 B).
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Utilizamos como ferramenta anticorpos marcados com fluorocromos para
reconhecer os determinantes antigénicos CD45, F4/80 e CD206. Novamente, com 0
intuito de diminuir a interferéncia das outras populagcdes, foram consideradas somente
as células CD45 positivas. Todas as células F4/80 e CD206 duplo-positivas
(F4/80*CD206*) foram consideradas como os macréfagos do subtipo M2.

A avaliacéo inicial e tardia qualitativa revelou o perfil de “dot-plot” referente aos
macroéfagos do subtipo M2 aos grupos selvagem e nocaute e entre 0s grupos salina e
silica (Figura 18). Na analise quantitativa, observamos que na fase aguda (3 dias) os
animais selvagens nédo apresentam diferenca estatistica entre normais grupo salina e
silicético. Todavia, os nocautes apresentaram uma diminuicdo na quantidade de
células F4/80"CD206* em relacdo aos selvagens e essa diminui¢do foi igual quando
comparamos 0S grupos nocaute salina e silicético (Figura 19 A).

Ao avaliarmos a fase cronica (28 dias), observamos que ndo ha diferenca dos
niveis celulares analisados entre os grupos salinas selvagem e nocaute. Porém, a
silica induziu um aumento dos niveis de células F4/80*CD206* tanto nos
camundongos selvagens quanto nos nocautes, quando comparado com 0S Seus

respectivos controles (Figura 19 B).
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Figura 15 - Andlises dos dados de citometria de fluxo dos pulmdes de
camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com salina e silica (10 mg/50 pL).

As analises foram realizadas 3 e 28 dias ap0s estimulacdo com silica. O ensaio foi
realizado através de citometria de fluxo (FACScalibur), onde: (A) “Dot-plot” de SSC e
FSC, onde foram selecionadas as populagdes de interesse, (B) “Dot-plot” de SSC e
CD45, mostrando a selecdo na regidao positiva para CD45, (C) “Dot-plot” dos
marcadores utilizados (F4/80, CD11lb e CD206) e (D) Grafico resultado da

quantificacdo do numero de eventos.
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Figura 16 - Analise dos macréfagos pulmonares de camundongos C57BL/6 e
ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

Os macroéfagos pulmonares totais (F4/80*CD11b*) foram avaliados nos tempos de 3
e 28 dias pos-silica. O ensaio foi realizado através de citometria de fluxo
(FACScalibur).
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Figura 17 - Andlise do perfil de macréfagos pulmonares de camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

Foram utilizados animais instilados com salina (Sal) ou com silica (Sil), onde o perfil
dos macrofagos pulmonares totais (F4/80"CD11b*) foi avaliado nos tempos de 3 e 28
dias po6s-silica. O ensaio foi realizado através de citometria de fluxo (FACScalibur). As
colunas representam a meédia + erro padrao da média de no minimo 6 animais por
grupo. O simbolo * indica p < 0,05 em comparacdo aos animais C57BL/6 instilados
com salina.
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Figura 18 - Andlise dos macr6fagos pulmonares M2 de camundongos C57BL/6
e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

Os macréfagos pulmonares (subtipo M2) (F4/80*CD206*) foram avaliados nos tempos
de 3 e 28 dias pés-silica. O ensaio foi realizado através de citometria de fluxo
(FACScalibur).
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Figura 19 - Andlise dos macrofagos pulmonares M2 de digerido pulmonar de
camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com salina e silica (10 mg).

Foram utilizados animais instilados com salina (Sal) ou com silica (Sil), onde o perfil
dos macrofagos do subtipo M2 (F4/80*CD206*) foi avaliado no tempo de 3 e 28 dias
pos-silica. O ensaio foi realizado através de citometria de fluxo (FACScalibur). As
colunas representam a média + erro padrao da média de no minimo 6 animais por
grupo. O simbolo * indica p < 0,05 em comparagéo aos respectivos animais C57BL/6
instilados com salina.
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5.10 Andlise in vitro da ativacdo de macréfagos provenientes de

camundongos selvagens e nocautes para o receptor ACKR2

Nesta etapa, partimos para avaliar a reatividade de macréfagos frente a
estimulacao in vitro. Em uma primeira abordagem, utilizamos macrofagos recuperados
da cavidade peritoneal de camundongos selvagens e nocautes ndo estimulados. As
células foram submetidas a estimulagdo com LPS (0,5 pug/mL) e silica (12,5 pg/mL) e
depois feita quantificacéo de IL-6 e TNF-a liberados no sobrenadante. Como ilustrado
na Figura 20, a estimulagdo de macréfagos selvagens com silica e LPS induziu a
producao de IL-6 (Figura 20 A) e TNF-a (Figura 20 B), enquanto que os macréfagos
nocautes mostraram menor liberacdo das citocinas frente ao LPS e refratariedade a
estimulagcdo com a silica (Figura 20 A, B).

Em um segundo momento, foi utilizado o sistema de macréfagos derivados de
medula, tendo como fonte animais selvagens e nocautes para o receptor ACKR2.
Apo6s incubacdo com meio enriquecido de M-CSF por 7 dias, os macréfagos MO foram
submetidos a polarizacdo mediante incubacdo com IFN-y (para diferenciacdo
preferencial no subtipo M1) e IL-4 (para diferenciagao preferencial no subtipo M2). Ao
final, ambas as popula¢gbes foram ativadas com LPS (100 pg/mL) ou silica (125
pug/mL), e feita quantificacdo das citocinas/quimiocinas liberadas no sobrenadante.
Verificamos que a estimulacdo com LPS, nos macréfagos subtipo M1 levou ao
aumento da liberacdo das citocinas TNF-a e IL-1B tanto na populagdo provinda de
animais selvagens quanto nas de nocautes, em relacdo aos seus respectivos
controles (Figura 21 A, B). Por outro lado, a estimulacdo dessas mesmas células com
silica levou ao aumento da liberacdo somente de TNF-a na populagdo de células
provenientes de animais selvagens (Figura 21 A).

Quanto a populacdo de macrofagos subtipo M2 verificamos que a estimulagao
com LPS levou ao aumento da liberacédo das citocinas CCL22/MDC (Figura 22 A) e
CCL17/TARC (Figura 22 B) tanto na populacéo provinda de animais selvagens quanto
nas de nocautes, em relacéo aos seus respectivos controles (Figuras 22 A, B). Vale
ressaltar que o aumento de CCL17/TARC foi maior nas células provindas de animais
selvagens (Figura 22 B). Por outro lado, a estimulacdo dessas mesmas células com
silica ndo levou a modificacBes significativas na liberacédo das citocinas CCL22/MDC
e CCL17/TARC (Figuras 22 A, B).
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Figura 20 - Analise da ativacdo dos macrofagos peritoneais de camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

As células foram incubadas com meio de cultura (NE) ou estimulos de silica (12,5
pug/mL) e LPS (0,5 pg/mL). Os niveis de IL-6 (A) e TNF-a (B) foram quantificados a
partir do sobrenadante obtido 6 horas pds-estimulos. As colunas representam a média
+ erro padrdo da média de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo + e * indicam
respectivamente p < 0,05 em comparacéo as células NE (dentro do mesmo grupo, ou
seja, C57BL/6 ou ACKR27) e ao grupo selvagem (com a estimulacio
correspondente).
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Figura 21 - Andlise da ativacdo dos macrofagos perfil M1 diferenciados de
medula éssea de camundongos C57BL/6 e ACKR2' instilados com silica (10

mg/50 puL).

As células foram diferenciadas com IFN-y e incubadas com meio de cultura (NE) ou
estimulos de silica (125 pg/mL) e LPS (100 pg/mL). Os niveis de TNF-a (A) e IL-18
(B) foram quantificados a partir do sobrenadante obtido 48 horas pds-estimulos. As
colunas representam a meédia + erro padrao da média de no minimo 6 animais por
grupo. O simbolo + e * indicam respectivamente p < 0,05 em comparacao as células
NE (dentro do mesmo grupo, ou seja, C57BL/6 ou ACKR27) e ao grupo selvagem

(com a estimulacéo correspondente).
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Figura 22 - Analise da ativacdo dos macrofagos perfil M2 diferenciados de
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10
mg/50 puL).

As células foram diferenciadas com IL-4 e incubadas com meio de cultura (NE) ou
estimulos de silica (125 pg/mL) e LPS (100 pg/mL). Os niveis de MDC (A) e TARC (B)
foram quantificados a partir do sobrenadante obtido 48 horas pos-estimulos. As
colunas representam a média + erro padrdo da média de no minimo 6 animais por
grupo. O simbolo + e * indicam respectivamente p < 0,05 em comparacao as células
NE (dentro do mesmo grupo, ou seja, C57BL/6 ou ACKR2') e ao grupo selvagem
(com a estimulacédo correspondente).
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5.11 Andlise do processo de adesao e rolamento ex vivo de leucocitos de

camundongos selvagens e nocautes para os receptores ACKR2

Avaliamos a resposta de adesdo e rolamento de leucécitos do sangue
circulante através de ensaio de microscopia intravital. A Figura 23 mostra o
guantitativo de leucécitos nas etapas de adeséao e rolamento ao endotélio vascular na
auséncia de estimulacdo. As células provenientes dos animais nocautes para o
receptor ACKR2 apresentaram indice de rolamento (Figura 23 C) e adeséo (Figura 23
D) inferior quando comparado com as dos animais selvagens. Ensaios
complementares estdo previstos para a avaliagcdo destes mesmos parametros na

condicao de estimulacdo com agonistas indutores de recrutamento leucocitario.
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Figura 23 - Andlise da adesdo e rolamento dos leucdcitos sanguineos de
camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

(A) Fotomicrografias da microcirculacdo do C57BL/6. (B) Fotomicrografias da
microcirculacdo do ACKR2". (C) Numero de leucdcitos em rolamento e (D) NUmero
de leucécitos aderentes. O ensaio foi realizado utilizando a técnica de microscopia
intravital. As setas indicam os locais de adesao leucocitaria. As colunas representam
a média * erro padrao da média de no minimo 5 animais por grupo. O simbolo * indica
p < 0,05 em comparacéo ao grupo C57BL/6.
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5.12 Andlise das particulas de silica no pulméo de camundongos selvagens

e nocautes para o receptor ACKR2 estimulados com silica

A presencga das particulas de silica no pulmdo € um parametro de analise
importante no caso de pneumoconioses, uma vez que as particulas possuem efeito
residual. No caso das particulas de silica, existe um fenébmeno de birrefringéncia que
permite que estas sejam identificadas através do sistema de microscopia de
polarizagdo (77). Assim, é possivel ser feita utilizacdo de cortes histologicos e
visualizagdo das particulas em azul brilhante (Figura 24). A contagem de pixels
comparando as fases aguda (3 dias) e cronica (28 dias) mostrou uma tendéncia de
reducdo no contetdo de particulas de silica presentes no pulmao dos camundongos
selvagens crénicos, sugerindo drenagem das particulas para o sistema linfatico. Por
outro lado, ndo houve diferenca significativa da quantidade de particulas de silica
guando comparamos o grupo de animais nocautes na fase aguda e crénica (Figura
25). Se focarmos a analise na fase crénica, vemos que ha significativamente menos
particulas no grupo selvagem quando comparado ao grupo nocaute para o receptor
ACKR2.
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Figura 24 - Analise da presenca de particulas de silica nos pulmdbes de
camundongos C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

Os grupos incluem os animais C57BL/6 (painéis esquerdos) e ACKR2' (painéis
direitos), com os respectivos grupos salina (A, B), silica 3 dias (B) e silica 28 dias (F).
Os cortes foram corados com HE e as imagens capturadas e analisadas em
microscopio de luz através de um sistema de luz polarizada. Foram utilizados no
minimo 6 animais por grupo. Aumento de 200 x.
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Figura 25 - Quantificacdo das particulas de silicanos pulm&es de camundongos
C57BL/6 e ACKR2" instilados com silica (10 mg/50 pL).

Os cortes foram corados com HE e as imagens capturadas e analisadas em
microscopio de luz através de um sistema de luz polarizada. Aumento de 200 x. Os
valores representam a média * erro padrao da média de no minimo 6 animais por
grupo. Os simbolos * denota p < 0,05 em comparagao ao respectivo grupo C57BL/6.
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6 DISCUSSAO

As particulas de silica, quando inaladas, induzem a ocorréncia de uma resposta
inflamatoria de carater cronico e altamente fibrosante nos pulmées (25). Varios
estudos tém sido desenvolvidos no sentido de compreender 0s mecanismos
envolvidos na silicose, de forma a identificar potenciais alvos terapéuticos e,
consequentemente, permitir a descoberta de um tratamento eficaz (83, 84). No
entanto, pesquisas em humanos esbarram na esfera da ética, dentre outras limitagdes
(85). A utilizacdo de camundongos como a principal espécie para o modelo
experimental se deve, entre outros motivos, ao fato desses animais compatrtilharem
grande semelhanca genética (mais de 70%) com os seres humanos (86).

Atualmente existem quatro formas de indugcdo experimental da silicose em
modelos animais: aerossolizacdo, aspiracao orofaringeal, injecao intratraqueal e
instilacdo intranasal. Dentre elas, a aerossolizacdo € a forma que mimetiza mais
proximamente ao que ocorre com pacientes portadores de silicose. Contudo, essa
técnica é a mais onerosa, implicando prolongados periodos de exposicdo aos
aerossois (5 h por dia durante 12 dias), além de serem utilizadas grandes quantidades
silica (60). Na aspiracéo orofaringeal, uma determinada quantidade de suspenséo de
silica é colocada na boca do animal concomitantemente com a imobilizacdo da sua
lingua, evitando assim o reflexo da degluticdo. Entdo, ao induzir o fechamento das
narinas do camundongo ocorre uma respiracdo forcada onde a silica é aspirada e
depositada nos pulmdes (87). Todavia, essa técnica possui uma alta possibilidade de
gerar traumas fisicos aos animais. Outro método utiliza a injecdo intratraqueal de
silica. Para isso, uma disseccdo da traqueia dos animais € necessaria para a injecao
da suspensao de silica com auxilio de uma canula e seringa (88). Esse método é
altamente invasivo, exigindo elevado grau de competéncia técnica e necessidade de
treinamento acurado. Soma-se a isso o fato da injecéo intratraqueal possuir alta taxa
de insucesso (87). Por fim, ha a técnica de instilacdo de silica por via intranasal,
desenvolvida em nosso laboratorio (80). Apesar desse procedimento possuir
limitacdes, como demandar anestesia prévia por inalagdo e uso obrigatorio da capela
de exaustao, a instilagcéo intranasal mostrou ser mais simples, eficaz, além de possuir
a melhor relacdo tempo e custo-beneficio dentre as atuais técnicas para inducdo da
silicose. Dados na literatura mostram que todos os métodos de exposicao testados
séo capazes de gerar inflamacéo e fibrose significativos entre os grupos de silica (89).

Por isso, optamos por utilizar a instilacdo de silica (in) em nosso modelo de silicose
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murina. Apos iniUmeros testes em nosso laboratorio, foi escolhida a dose de 10 mg de
silica por camundongo por melhor reproduzir as caracteristicas fisiopatolégicas da
silicose no ser humano (80).

De forma inicial, nossos dados do perfil histolégico da silicose aguda (3 dias
apos a exposicao) e cronica (28 dias) em camundongos Swiss-Webster ratificam
achados prévios de nosso grupo utilizando esse modelo experimental para estudo da
silicose (77, 80). Nossos resultados com a técnica de HE (Figura 3) revelou uma
morfologia integra nos animais instilados com salina, 0s quais apresentaram
parénquima e vias aéreas bem preservados. Todavia, nos animais silicoticos foi
possivel observar que apés 3 dias de exposicdo apresentavam um principio de
resposta inflamatoéria, com transudado, infiltrado celular difuso, espessamento de
septos alveolares e o inicio da formacéo de granulomas. Na fase cronica (28 dias)
pudemos observar uma intensificacdo da resposta inflamatéria quando comparada
com o0 grupo submetido a exposicdo aguda. Os animais silicoticos crénicos
apresentaram uma intensa resposta fibrotica e granulomatosa no parénquima
pulmonar (Figura 3). Esses resultados iniciais revelam que a silica inalada é capaz de
disparar uma inflamac&o que se torna persistente levando a formacao de areas de
fibrose no tecido pulmonar. Nossos dados estdo de acordo com outros da literatura,
onde a fibrose pulmonar inicia-se como pequenos nodulos e evolui temporalmente
para formacdes compostas de enormes granulomas coalescidos (90). Geralmente,
ocorre uma progressiva formacdo de granulomas na silicose, com énfase na fase
cronica da doenca, sendo eles encontrados em sua maioria nas por¢cdes superiores e
posteriores dos pulmdes (25). Essas analises qualitativas foram ratificadas com a
morfometria, que revelou a existéncia de um aumento progressivo da é&rea de
parénquima pulmonar ocupada pelos granulomas (Figura 3 E). No geral, as alteracdes
pulmonares decorrentes da inalacdo das particulas de silica podem causar desde um
simples nodulo até uma massa de fibrose intersticial nos pulmdes e essa variacdo de
resposta depende do tempo de exposicado, da quantidade e do tamanho da particula
inalada (37). A silica depositada no parénquima pulmonar promove um desequilibrio
entre as enzimas que degradam a matriz, ou seja, as metaloproteinases (MMPSs) e as
inibidoras de metaloproteinases (TIMPs), tendendo a haver estimulacéo da producéo
em excesso das MMPs (no local de deposicdo de particulas), além de migracéo e
proliferacéo de fibroblastos nos sitios inflamatérios (produzindo mais componentes de
matriz), ocorrendo dano nos tecidos pulmonares principalmente nas fases iniciais da

inflamacao decorrente da silica (91). Como efeito ha um ininterrupto remodelamento
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das estruturas das grandes e pequenas vias aéreas, 0 que inclui a perda da
integridade epitelial, espessamento da membrana basal, fibrose subepitelial, aumento
da massa do musculo liso, das células caliciformes e das glandulas mucosas, reducéo
da integridade da cartilagem, neovascularizacédo e alteracdes no epitélio (92). Tudo
isso resulta em um processo de substituicdo do parénquima pulmonar por
componentes de matriz extracelular, comprometendo o seu carater elastico e
influenciando na func&o pulmonar (93).

Como a silicose é uma doenca respiratoria, avaliamos a fungédo pulmonar dos
camundongos da cepa Swiss-Webster, através de um pletismografo de corpo inteiro
invasivo nos tempos de 3 a 28 dias apés a inducdo da silicose. De acordo com o0s
resultados obtidos, os animais silicoticos mostraram uma resposta basal de
resisténcia e elastancia pulmonar maior que os controles instilados com salina, em
todos os tempos analisados. Na condi¢do de estimulacdo com o agonista colinérgico
metacolina, os grupos silicéticos apresentaram uma resposta mais exacerbada, em
ambos os parametros analisados (resisténcia e elastancia), quando comparados aos
animais instilados somente com salina, caracterizando assim um quadro de hiper-
reatividade pulmonar (Figura 2). Este fenbmeno ocorre em determinadas doencas
inflamatérias crénicas, como a asma brénquica, na qual ao entrar em contato com
algum alérgeno ha uma resposta mais intensa do que a esperada da musculatura lisa
adjacente as vias respiratérias, o que leva a uma exacerbada broncoconstricdo (94).
Em conjunto, nossos achados indicam que o aumento da inflamacéo, a perda da
integridade do parénquima pulmonar e a formacdo de granulomas decorrentes da
inalacao da silica, estédo correlacionados com maiores niveis da funcéo pulmonar e a
presenca de hiper-reatividade nas vias aéreas em nosso modelo murino de silicose.
Em parte, porque as particulas de silica geram danos irreversiveis no epitélio
pulmonar, causando inflamacéo sustentada e fibrose, que gera um remodelamento
tecidual (95). Além da obstrucao respiratoria, as particulas aumentam a fosforilacédo
de MAPK resultando no favorecimento da contratilidade das vias aéreas e da hiper-
reatividade pulmonar, envolvida nesse processo da silicose (96).

Na silicose, grande parte da inflamacé&o € sustentada pela producéo e liberacéo
de diversas quimiocinas, como MCP-1/CCL2, MIP/CCL3 e MDC/CCL22, o que torna
essas moléculas mediadoras relevantes no contexto da doenca (97). Nesse ambito, o
receptor atipico de quimiocina ACKR2 é incapaz de ligar-se a proteina G, logo néo
transduz o sinal intracelular da quimiocina (98). Por esse motivo, 0 ACKR2 tem sido

apontado até o presente momento com um potencial efeito anti-inflamatério em alguns
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modelos de doencas investigadas, tais como em modelo de psoriase (99). Ha também
um outro estudo apontando a expressdo do ACKR2 na camada de sinciciotrofoblasto
da placenta como supressora da resposta inflamatéria da méde em referéncia ao feto.
Em doencas inflamatdrias hepaticas o ACKR2 desempenha um papel modulador
importante, ja que animais nocautes para ACKR2 sdo mais susceptiveis ao
desenvolvimento da doenca (100). Além disso, ha indicios na literatura que apontam
para um papel do ACKR2 na regulacdo das doencas cardiovasculares, com maior
suscetibilidade a inflamagdo excessiva e remodelamento ventricular pelos animais
nocautes, apoés infarto do miocardio (101). Nesse contexto, até o presente momento
poucos foram os avanc¢os para se obter uma estratégia terapéutica para a silicose.
Sendo assim, conhecendo o potencial anti-inflamatério do ACKR2, analisamos o efeito
do mesmo sobre a inflamagé&o pulmonar induzida por particulas de silica, evento esse
ainda ndo investigado.

Em nosso estudo, de forma a pesquisar o receptor ACKR2 na silicose e
considerando a inexisténcia de um anticorpo que reconheca este receptor em
camundongos, partimos para analisar a expressdo do RNAmM no pulméo destes
animais. Seguindo estratégia anterior de inducao de silicose em camundongos Swiss-
Webster e C57BL/6, foi realizada uma analise cinética da expressdo de ACKR2 em
tempos variando de 1 a 28 dias ap0s a provocacdo com silica. Nossos resultados,
utilizando animais Swiss-Webster (Figura 4), mostraram que a expressao do receptor
ACKR2, no tempo de 1 dia pos-silica, se mantém em nivel similar a dos grupos
controles negativos, diminuindo a expressdo em 3 dias e mantendo-se reduzida nos
tempos seguintes. Ao avaliarmos a cepa C57BL/6 (Figura 5), observamos uma
reproducdo daquele fenbmeno anterior, no qual ocorreu uma expresséo
significativamente menor de RNA mensageiros para ACKR2 entre os tempos 3 a 28
dias. Nosso dado esta de acordo com outro estudo que mostra que a expressao do
receptor ACKR2 diminui em adenocarcinomas do colon, resultando na nao
degradacdo das quimiocinas (CC pro-inflamatérias) e no consequente aumento dos
niveis delas (102). De certa maneira, a diminuicdo da expressdo do ACKR2 pode
acontecer através de uma regulacdo negativa da resposta celular induzida por
ativacao de receptores, onde pode ocorrer a dessensibilizacdo, a internalizacdo (ou
sequestro de receptores) e a diminuicdo do numero de receptores ou “downregulation”
da expressao dos seus respectivos genes, com o estabelecimento na doenca (102-
104).
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Na sequéncia, partimos para a utlizacdo de uma ferramenta biologica
importante, que sao os animais geneticamente modificados, ou seja, com delecao do
gene codificante para o receptor ACKR2 (74). Diversos parametros foram avaliados
no sentido de permitir o esclarecimento acerca do receptor ACKR2 na silicose,
conforme iremos observar a seguir.

Estudos prévios na literatura jA demostraram a importancia da ingesta e do
peso corporal no desenvolvimento de determinados tipos de doengas (105, 106). Em
nossos dados, verificamos que nao foram observadas diferencas entre os grupos
analisados, tendo os camundongos ingerido, em média, aproximadamente 2 g de
racdo/camundongo/dia. De acordo com o manual de cuidados com animais de
laboratério da Universidade de S&o Paulo (107), o consumo diario de racédo pelos
camundongos € em torno de 5 g/camundongo/dia. Porém, essa diferenca pode ser
justificada em funcdo da cepa de camundongo em questéo, ja que a variabilidade é
uma particularidade entre as varias cepas normal. (108). Muito embora nao tenha
ocorrido alteracdo da ingesta dos camundongos C57BL/6 e ACKR2', controles e
silicoticos (Figura 6), estes ultimos apresentaram uma queda no peso corporal em
tempos agudos (1 e 3 dias) apos estimulagdo com silica, quando comparados aos
respectivos grupos controles. Este fenbmeno pode estar relacionado a capacidade da
silica de influenciar a termogénese nestes animais, ja que a perda de massa corporal
pode ocorrer de forma independente da ingesta de racdo, devido a ativacdo e
modulacdo de genes envolvidos com a B-oxidacdo e termogénese nos tecidos
adiposos (branco e pardo) (106).

Em nosso modelo de silicose por instilacdo (in), as analises morfologicas
utilizando nocautes para ACKR2 e selvagens nos tempos de 3 e 28 dias ap0ls a
instilacdo de silica, que incluiram a coloragdo do tecido com hematoxilina e eosina
(Figura 9), mostraram que os pulmdes dos animais controles selvagens e nocautes
apresentavam aspecto normal, enquanto que nos grupos silicoticos agudos (3 dias)
foi evidenciada uma resposta inflamatdéria intensa e a presenca de células dispersas
no parénquima pulmonar, somada ao conteudo de particulas presentes no interior das
vias aéreas (tanto para os selvagens quanto para 0s nocautes, quando comparados
com 0s seus respectivos controles). Notamos uma evolucdo da resposta inflamatoria
e de fibrose tecidual, com comprometimento de areas adjacentes aos bronquiolos nos
animais, apoés 28 dias do desafio com a silica tanto para os selvagens quanto para 0s
nocautes. Nesses grupos silicéticos crénicos observamos uma intersticializacdo do

processo fibrético e formacdo de granuloma, que mostraram aspecto de maior
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densidade e delimitacdo de bordos em relacdo aos seus respectivos controles.
Todavia, de forma n&o esperada os silicéticos nocautes tiveram uma resposta menos
exacerbada na fase cronica descrita. A avaliacdo morfométrica, realizada mediante
uso de um reticulo de linhas e pontos, confirmou de forma quantitativa as observacdes
anteriores (Figura 10). De forma semelhante, existem provas na literatura mostrando
gue o ACKR2 pode funcionar de maneira pré-inflamatéria em modelo de colite murino
induzido por dextrano sulfato de sédio (DSS), apresentando uma reducdo dos
sintomas e da susceptibilidade a colite por DSS em animais nocautes para 0 ACKR2
(109). Especulamos entdo que esse receptor pode atuar de diferentes maneiras, de
acordo com os modelos de doencas inflamatorias. Porém, esse mecanismo ainda nao
esta elucidado, devendo ser realizados mais estudos para o maior entendimento dele.

Em uma analise complementar, ao observar as fibras colagenas, principal
componente da matriz extracelular (Figura 11), nos animais silicéticos selvagens e
nocautes, notou-se um marcado aumento no conteudo de fibras colagenas no
parénquima pulmonar, em relacdo aos seus grupos controles. Concordando com
nossos dados morfologicos, os animais nocautes silicéticos apresentaram uma
reducdo destas fibras colagenas quando comparados aos selvagens silicéticos. A
analise quantitativa de contagem de pixels confirmou os dados qualitativos (Figura
12). Esses dados estdo de acordo com outros indicios na literatura, onde a delegéo
do gene para ACKR2 reduziu a inflamacé&o e fibrose renal nos animais, conferindo aos
nocautes alto grau de protecéo da funcéo dos rins, apesar da hiperglicemia (110). E
possivel que os danos nos pulmdes iniciados pelas particulas de silica sejam mais
eficientemente minimizados em animais nocautes. Também, a reparacdo mais rapida
do dano diminui as chances de desenvolver inflamagé&o cronica. Esse processo pode
estar associado a polarizacdo dos macréfagos, que nos tecidos amadurecem e séo
ativados em uma resposta dindmica as combinacdes dos estimulos do microambiente,
como as quimiocinas, para adquirir fenétipos funcionais especializados, como o
subtipo M1 (resposta mais inflamatdria) e subtipo M2 (resposta mais de reparo) (81).
Logo, no contexto da silicose, pode haver maior facilidade de desenvolver macréfagos
do subtipo M2 nos animais nocautes, justificando o fato deles terem menos resposta
inflamatéria e, consequentemente, menos colageno.

De forma a verificar se estas alterac6es podem refletir modificacdes na fungéo
pulmonar, utilizamos o sistema de plestismografia barométrica de corpo inteiro para
esta analise (Figuras 7 e 8). De maneira coerente ao observado na analise histoldgica,

verificamos que tanto em 3 quanto em 28 dias apds a estimulacdo com silica, os
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camundongos nocautes apresentaram menor resposta quanto ao aumento de
resisténcia e elastancia, assim como de hiper-reatividade das vias aéreas a
metacolina, quando comparados aos selvagens. Nossos dados tomados em conjunto,
indicam que a auséncia do receptor ACKR2 pulmonar parece favorecer uma inibicéao
da resposta inflamatoria/fibrética, que é refletida nos dados de funcdo pulmonar e
hiper-reatividade dos nocautes.

Considerando que o processo de recrutamento celular local se coloca como
crucial na resposta inflamatéria, e que este fendbmeno envolve a mobilizacdo de
leucécitos entre diferentes compartimentos como sangue periférico e medula éssea,
avaliamos o perfil de leucdcitos nesses locais (Figuras 13 e 14, respectivamente).
Vimos que a andlise do sangue periférico revelou, 3 dias apés o desafio com a silica,
niveis de leucdcitos equivalentes nos grupos controles selvagens e nocautes
(C57BL/6 e ACKR2", respectivamente), porém com reducdo nos grupos silicoticos
em ambos o0s casos. Quanto a contagem diferencial, vimos que linfécitos
apresentaram perfil similar ao encontrado para o0s leucécitos totais descrito
anteriormente. Por outro lado, os neutrdfilos mostraram valores mais elevados nos
animais silicéticos quando comparados aos seus respectivos controles salina, sendo
gue esse aumento foi maior para o grupo nocaute de ACKR2. Mondcitos e eosinoéfilos
nao mostraram qualquer alteracdo entre 0s grupos experimentais tanto no sangue
periférico quanto na medula 6ssea.

A andlise do sangue periférico mostrou, 28 dias ap6s o desafio com a silica,
gue os niveis de leucdcitos totais foram equivalentes entre os grupos controles salinas
selvagens e nocautes. Ja os animais selvagens e nocautes silicéticos apresentaram
leucocitose sanguinea, quando comparados com 0S seus respectivos controles,
sendo mais pronunciada para o grupo selvagem. Além disso, os camundongos
silicoticos selvagens mostraram-se com um maior nimero de linfécitos que aqueles
do grupo salina selvagem. Na condicdo de silicose em nocautes 0s mesmos niveis
ndo foram diferentes. Com relacdo aos neutréfilos, ambos o0s grupos silicticos
(selvagens e nocautes) mostraram uma neutrocitose em relacao aos seus respectivos
controles. A andlise da medula 6ssea, realizada nos tempos de 3 e 28 dias apos o
desafio com silica, mostrou que os grupos controles selvagens e nocautes (C57BL/6
e ACKR2", respectivamente) ndo apresentaram diferenca entre si, porém os grupos
selvagens e nocautes silicéticos apresentaram reducdo nos valores de leucocitos
totais, linfécitos, neutréfilos maduros (segmentados) e neutréfilos imaturos (em anel)

em relacdo aos seus respectivos controles. Embora em humanos ndo tenham
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apontado uma correlacdo entre o grau de reacdo da medula Ossea (saida de
leucdcitos) e a extensdo do comprometimento morfoldgico, observada através das
sombras radiolégicas nos pulmdes (111). Em nosso estudo, a comparacado das
alteracGes do sangue periférico e medula éssea com as mudancas histopatologicas
relatadas nos pulmdes na silicose experimental revela que as particulas de silica
estimulam uma intensa migracao de leucécitos da medula e do sangue para o sitio da
inflamacé&o, conforme observado no aumento do nimero de macréfagos nos pulmdes.
Esse fendbmeno observado pode estar refletindo uma maior presenca de estimulo
guimiotatico no sitio inflamatorio, que induz maior mobilizacdo de células da medula
para o sangue e deste para os pulmdes. Adicionalmente, observamos que esse maior
recrutamento de células na medula dos silicéticos nocautes pode estar ocorrendo por
2 motivos: a) 0s animais nocautes, devido a auséncia do ACKR2, ndo degradam a
guimiocina durante o processo inflamatorio, b) a auséncia do ACKR2 permite que mais
guimiocinas estimulem os receptores convencionais. Esses dois fatores poderiam
estar contribuindo para o maior recrutamento de células da medula.

O receptor ACKR2 encontra-se altamente expresso em diversos tipos celulares
e tecidos, tais como: células endoteliais de vaso linfaticos aferentes em pele, intestino,
pulmdes e placenta (112). Também pode ser encontrado em baixa expressao nos
leucécitos do sangue periférico (113). Tendo isso como base, em nossos dados a
auséncia do receptor ACKR2, pode estar promovendo um acumulo de quimiocinas no
sitio da inflamacé&o e no endotélio do sistema linfatico, consequentemente levando a
uma congestao de leucdcitos nos vasos linfaticos e impossibilitando, assim, um
aumento da quantidade de mondcitos e neutréfilos nos pulmdes, refletido através da
reducdo de leucécitos (macrofagos) nos animais nocautes

Os macréfagos sdo células cruciais no desenvolvimento da inflamacéo e
fisiopatologia da silicose. Dentro desse contexto, estudos apontam que esses
fendbmenos podem ocorrer devido a maior ou menor participacdo dos diferentes
subtipos de macréfagos (M1 e M2). Sendo assim, essa etapa implicou no
estabelecimento de uma nova abordagem em nosso laboratério, onde partimos para
caracterizar imunofenotipicamente a populacdo de macréfagos no pulméo de
camundongos selvagem e nocautes: saudaveis e silicaticos.

As diferentes populacdes de células existentes nos pulmdes podem ser
agrupadas e separadas de acordo com a maior ou menor expressao de moléculas na
sua membrana plasmatica (114). Devido a grande plasticidade dos macrofagos, eles

podem apresentar uma variedade de receptores celulares expressos em sua
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superficie celular. Por esse motivo, normalmente para caracterizar uma populacao de
macrofagos sdo identificados no minimo dois marcadores especificos. Sendo assim,
utilizamos os marcadores classicos para leucécitos CD45, CD11b, CD206 e F4/80
(115). Onde a marcacéao positiva para CD45, uma proteina transmembranar expressa
em altos niveis na superficie de células hematopoiéticas e seus precursores, foi
utilizada para identificar os leucécitos de interesse, separando dos demais tipos
celulares, como as células epiteliais (116). Nesse mesmo sentido, foi utilizado o
CD11b uma proteina da familia das integrinas, geralmente expressa na superficie de
leucécitos (como mondcitos, neutrofilos e macréfagos), e o F4/80 um marcador
classico para macréfagos (115). Em nosso estudo, identificamos as células duplo-
positivas F4/80*CD11b* como sendo todos os macréfagos presentes no tecido, com
a excecdo dos residentes, que sado F4/80* porém com nenhuma ou baixa expressao
de CD11b (117). Em nossos ensaios nao pudemos determinar as populacfes de
macrofagos residentes, ja que isso exigiria a utilizacdo de pelo menos mais um outro
marcador de superficie para separar essa populacao.

Em nossos resultados, notamos um menor nivel de células F4/80*CD11b* nos
animais nocautes para ACKR2 com 3 dias e um aumento na quantidade de células
F4/80*CD11b* nos animais que receberam a silica apos 28 dias (Figura 16). A partir
desses dados, especulamos que a populacdo F4/80*CD11b* poderia representar os
macroéfagos, que estdo migrando para o sitio inflamatoério. Outro ponto é que a menor
guantidade de macrofagos F4/80*CD11b* nos animais nocautes poderia contribuir
para um menor desenvolvimento de lesdo e inflamacéo inicial nos animais nocautes
silicoticos, fato que ratificaria os nossos dados morfolégicos e morfométricos. Também
nesses animais poderiam ter menores niveis do sub-tipo M1, logo com menor
presenca de inflamag&o ocorreria um retardamento inicial nas alterag6es morfologicas
observadas na silicose. Sobre os dados da fase tardia, eles estdo de acordo com a
literatura, no qual ocorre a migracdo de células inflamatérias para o local da
inflamacédo, gracas a acdo de quimiocinas e mediadores inflamatérios (118). Em
nossos dados, ocorreu um aumento tardio na quantidade de células F4/80*CD206*
induzido pela silica (Figura 19), consideradas como macrofagos totais com o subtipo
M2. Geralmente o perfil M2 dos macréfagos esta relacionado ao processo de
resolucdo da doenca por meio da producdo citocinas anti-inflamatérias e das
poliaminas, enquanto que o M1 estd mais envolvido nos processos de fagocitose e
liberacdo de citocinas inflamatdrias e fatores como as espécies reativas de oxigénio

(81). A maioria do processo de lesdo pulmonar ocorre na fase inicial (aguda) da
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silicose, justamente pelo fato da particula recém-inalada ser mais reativa aos tecidos
e, através da interacdo com os macrofagos do subtipo M1, estimular a liberacéo de
moléculas inflamatorias, como citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio.
Logo, se existe menor processo destrutivo nos animais nocautes, isso pode justificar
a diminuicao da presenca de inflamacéao e granuloma observados neles.

Em um segundo momento, fomos investigar a responsividade dos macrofagos
presentes nos animais nocautes para ACKR2 utilizando um modelo da avaliagéo in
vitro estimulado com silica ou LPS. Optamos por essa estratégia porque, apesar do
LPS ser um estimulo bastante importante para os macrofagos M1, ele nos subtipos
M2 aumenta a expressao de Ym1l e Arg (marcadores de M2), ou seja, acaba ativando
0s dois subtipos celulares, porém a resposta ao LPS nos macréfagos M2 produz
menores niveis de citocinas inflamatorias e éxido nitrico e maiores de citocinas anti-
inflamatérias (81). Em nossos dados, observamos que os macréfagos avaliados
respondem a estimulos (principalmente LPS) liberando mais citocinas, como IL-6 e
IL1b. Todavia, tanto os macréfagos oriundos do lavado peritoneal (Figura 20) quanto
agueles que foram diferenciados a partir de células da medula 6ssea dos animais
nocautes (Figuras 21 e 22), apresentaram uma menor ativagédo frente a silica e ao
LPS, revelada através da menor liberacéo de diversas citocinas. Normalmente essas
citocinas avaliadas sao produzidas e liberadas por macrofagos ativos (geralmente
induzindo inflamacao/fibrose), demonstrando a capacidade dos macréfagos em
responder a um determinado estimulo e ativar-se. O que pode justificar, em parte, o
carater menos inflamatorio observado nos animais nocautes para ACKR2 em nosso
modelo de silicose. Outra possibilidade € que o proprio processo de nocauteamento
possa ter influenciado na expressdo de componentes importantes para a maturacéo
e ativacao dos macroéfagos.

Num contexto inflamatério homeostatico ou patolégico, a liberacdo de
guimiocinas promove o rolamento e a adesao leucocitaria nos vasos sanguineos. Tal
mecanismo propicia a transmigracéo de células realizando um movimento do sangue
para os tecidos. A partir dos dados anteriores, investigamos o processo de rolamento
e adesado das células dos animais nocautes para ACKR2. Em nossos dados, os
leucécitos dos animais nocautes mostraram-se com uma significativa reducéo desses
fendmenos (Figura 23). Sendo assim, nos animais nocautes o processo de migragao
celular encontrava-se prejudicado. Sugerimos que 0 hocauteamento possa ter afetado
a expresséao regular de algumas moléculas de adeséao, influenciando a movimentacéo

dos leucécitos, como os neutréfilos e macréfagos, ao longo do processo inflamatério.
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Esses resultados estdo de acordo com os nossos dados obtidos em experimentos in
vitro a partir de fibroblastos (dados ndo mostrados), onde as células de animais
nocautes demonstravam ter menores quantidades de moléculas de adeséo, além de
alteracOes estruturais em seus citoesqueletos.

As particulas de silica, antes de chegarem as por¢des terminais das vias
aéreas, precisam ultrapassar a etapa de depuracao mucociliar (ascendente e linfatico)
do sistema respiratorio, que auxilia na diminuicdo ou remo¢do de componentes
considerados estranhos ao organismo (119). Dentro dos alvéolos, as particulas
interagem com as células residentes (células epiteliais e macrofagos alveolares),
sendo o processo de reconhecimento por estes ultimos dependentes dos receptores
do tipo “scavengers” (120). Sendo assim, os macrofagos fagocitam as particulas de
silica e migram para 6rgéos linféides periféricos — esta € uma forma de depuracao
eficiente das particulas de presenca indesejavel nos pulmées (121). Buscando melhor
compreender 0 mecanismo envolvido na supressao do quadro fibrético, na auséncia
do receptor ACKR2, realizamos a contagem das particulas em sistema de microscopia
de luz polarizada (Figura 25). Nossos dados mostraram que houve uma reducao
progressiva e tempo-dependente do contetdo de particulas presentes no parénquima
pulmonar dos animais selvagens silicéticos, enquanto que o mesmo néo foi observado
no grupo nocaute silicético. Estes achados mostram-se contrarios aqueles observados
guando da andlise da celularidade no sangue e medula, quando 0s animais nocautes
silicticos apresentaram valores elevados de neutréfilos sugerindo um processo de
comprometimento pulmonar exacerbado nesta condi¢cdo experimental. Uma possivel
explicacdo poderia ser que a auséncia do receptor ACKR2 impediria a
adesao/migracdo de neutrdfilos para o sitio inflamatério. O mesmo racional poderia
ser estendido as células mononucleares (mondcitos). O menor influxo de mondcitos é
seguido de uma consequente diminuicdo de macrofagos no tecido inflamado,
resultando em uma maior dificuldade no processo de fagocitose das particulas de
silica. Os macréfagos possuem a fagocitose como sua funcdo primordial, depurando
o organismo de elementos indesejaveis e consequentemente ativando-se. No entanto,
como efeito secundério dessa ativacdo, ocorre a liberacdo de uma série de
mediadores que irdo induzir a lesédo tecidual, que conforme a evolucédo da doenca,
levara a ativacdo do processo de reparo e fibrose. Desta forma, poderiamos inferir
gue a auséncia da resposta inflamatéria inicial poderia ser causada pela menor
fagocitose nos macrofagos, contribuindo para a diminuicdo da resposta fibrotica

verificada nos animais nocautes. Sendo assim, alternativamente, considerando que
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macrofagos expressam o receptor ACKR2 em sua superficie (98), a auséncia desse
receptor poderia determinar um comprometimento na funcéo de fagocitose deste tipo
celular e assim contribuir para 0 maior acimulo de particulas de silica no pulmé&o dos
camundongos nocautes. De forma complementar, € conhecido que as células
endoteliais linfaticas expressam ativamente o ACKR2, influenciando a degradacéo de
guimiocinas e a migracao celular (122). Nesse sentido, a auséncia do receptor ACKR2
no endotélio de vasos linfaticos dos animais nocautes poderia contribuir para uma
menor funcionalidade deles na depuracdo das particulas de silica do parénquima
pulmonar. Todos esses apontamentos tomados em conjunto sugerem que o0 ACKR2
participa do processo de estabelecimento da silicose, todavia 0os mecanismos
envolvidos com esse papel ainda precisam ser melhores esclarecidos.

Em concluséo, nossos resultados mostram que camundongos nocautes para o
receptor de quimiocinas atipico ACKR2, quando estimulados com silica, responderam
com resposta fibrética e comprometimento da funcao pulmonar de menor intensidade
em comparacdo aos animais selvagens. Estes achados contrapdem dados prévios de
literatura que mostraram a exacerbacdo da resposta inflamatéria, em modelos de
doenca cutanea, na condicdo de auséncia do receptor ACKR2. Desta forma, podemos
sugerir que o receptor atipico ACKR2 parece atuar de forma diferente dependendo do
sitio/6rgado em questéo, e que mais ensaios sdo imperativos de serem desenvolvidos
no sentido de que seja esclarecido o papel e mecanismo de acdo do ACKR2 em
doencas inflamatorias pulmonares cronicas. Podemos, entdo, especular que o ACKR2
parece ser importante para o desenvolvimento da fisiopatologia da silicose e que a
compreensao do seu papel dentro do contexto inflamatorio é importante para futuras
novas propostas de alvo terapéutico para o tratamento ou a cura de doencgas

inflamatorias pulmonares crénicas de caréter fibrotico como a silicose.
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7 CONCLUSOES

* O receptor ACKR2 se mostrou expresso no pulmdo, com clara reducao
ocorrendo durante o progresso da silicose (1 - 28 dias);

* A silica diminuiu os niveis do perfil leucocitario no sangue periférico e medula
O0ssea na condicdo da silicose, de forma mais acentuadas nos animais
nocautes;

* Houve aumento na quantidade de macrofagos presentes nos pulmdes
decorrente do processo inflamatério da silica;

« Os macrofagos peritoneais de diferenciados de medula o6ssea dos
camundongos nocautes mostraram-se menos ativos no processo de liberacao
de citocinas apdés estimulacao in vitro;

* Nos camundongos nocautes houve uma maior dificuldade no processo de
rolamento e adeséo dos leucécitos pelos vasos sanguineos;

* A guantificacdo de particulas de silica presentes no parénquima pulmonar
revelou que os camundongos nocautes apresentaram numero mais elevado

em comparacao aqueles dos selvagens;
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9 ANEXOS

Ministério da Saude
CEUA
Fiocruz
FIOCRUZ
Fundagdo Oswaldo Cruz
Comissdo de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e SIS
no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENGA LW-57/14

Certificamos que o protocolo (P-2/14-2), intitulado "FARMACOLOGIA DO PROCESSO INFLAMATORIO
PULMONAR", sob a responsabilidade de PATRICIA MACHADO RODRIGUES E SILVA MARTINS, atende ao disposto
na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga nao exime a
observincia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagao nacional.

Esta licenga tem validade até 13/10/2018 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 150 Machos de C.Cg-Tg(D0O11.10)10Dlo, Idade: 2 Mes(es), Peso: 20,0000 Grama(s).
- 150 Fémeas de C.Cg-Tg(DO11.10)10Dlo, Idade: 2 Mes(es), Peso: 20,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 6000 Machos de Swiss Webster, Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 1500 Machos de BALB/c-Anx1, Peso: 18,0000 Grama(s).
- 500 Fémeas de BALB/c-Anx1, Peso: 18,b000 Grama(s).

Mus musculus
- 3200 Machos de A, Peso: 18,0000 Grama(s).
- 600 Fémeas de A, Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 2300 Machos de BALB/c An, Peso: 18,0000 Grama(s).
- 500 Fémeas de BALBI/c An, Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 5333 Machos de C57BL/6, Peso: 18,0000 Grama(s).
- 312 Fémeas de C57BL/6, Peso: 18,0000 Grama(s).
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Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratorios de Referéncia - Fundag&o Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expans&o - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br

86



Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

Vice-presidéncia de Pesquisa e
Laboratérios de Referéncia

LICENCA

( Continuagao da Licenga N° LW-57/14, Protocolo N° P-2/14-2)

Mus musculus
- 200 Machos de B6. 129 P2 - Nos2, Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 200 Machos de B6. 129 - Tnfrs1a, Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 2000 Machos de B6. 129, Peso: 18,0000 Grama(s).
- 1000 Fémeas de B6. 129, Peso: 18,0000 Grama(s).

Y
g

Comisséo de Etica
no Uso de Animais

LW-57/14

Rio de Janeiro, 13 de outubro de

Octavio Augusto Franga Presgrave

Coordenador da CEUA ¢ 9‘039
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2o 00
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Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratorios de Referéncia - Fundagéo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expanséo - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br
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