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“Oh tell me Lord how could it be,

That though our cells make ATP,

It’s not all used for energy,

But sometimes is secreted free.

It puzzles you, it puzzles me,

While Geoffrey Burnstock smiles with glee

At the many roles of ATP.”

- Poema de Samuel C. Silverstein, citado por

Burnstock (2006) viii
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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

YAGO AMIGO PINHO JANNINI DE SA

A silicose ¢ uma doenca cronica, de carater ocupacional, que se caracteriza pelos componentes
inflamatério e fibrogénico, com marcada formagio de granuloma. E irreversivel e ndo ha tratamento
efetivo disponivel até o0 momento. A adenosina ¢ um nucleosideo cuja implicagdo na fibrose tem sido
reportada, o que a coloca como um potencial alvo terapéutico para doencas fibroticas. Neste estudo,
investigamos o envolvimento da adenosina na fibrose pulmonar em camundongos silicoticos. A
reatividade de fibroblastos pulmonares in vitro também foi avaliada. Camundongos foram instilados,
por via intranasal, com particulas de silica e as analises feitas em 7 ou 28 dias. Os pardmetros
avaliados incluiram a funcdo pulmonar (resisténcia e elastancia), através do sistema de pletismografia
de corpo inteiro invasiva, ¢ alteragdes teciduais por técnicas morfologicas e morfométricas e as
coloracoes de H&E e Picro sirius. Foram também realizados ensaios in vitro com fibroblastos
pulmonares obtidos de camundongos controles, submetidos a estimulagdo com IL-13 ¢ adenosina, ¢
com analise de prolifera¢do e producdo de MCP-1. Os camundongos silicoticos apresentaram aumento
de resisténcia e elastincia, tanto em 7 como em 28 dias pds-silica, em paralelo a fibrose progressiva e
formagdo de granulomas. A expressdo da ectonucleotidases CD39 e CD73, responsaveis pela
formacgdo de adenosina a partir do ATP, se mostrou aumentada no tecido pulmonar, na fase inicial da
silicose. Os receptores de adenosina tiveram sua expressao alterada no pulmao dos animais silicoticos,
refletindo aumento nos receptores A; e Asp e reducdo no receptor Asa, em condigdes onde o Aj ficou
inalterado. Os ensaios in vitro mostraram que a estimulacdo de fibroblastos com a adenosina induziu
aumento na taxa de proliferacdo e producdo de MCP-1, fendmenos sensiveis ao tratamento com
antagonista seletivo do receptor Axa (ZM 241385). Fibroblastos de camundongos nocautes para o
receptor Asa foram refratarios a estimulagdo por adenosina. O aumento da proliferagdo foi também
observado quando da estimulacdo dos fibroblastos pela IL-13, fendmeno suprimido pelo antagonista
do receptor Asa. Estes dados indicam a participagdo intermediaria da adenosina na agdo profibrotica
da IL-13, mediante ligacdo ao receptor Aa. A supressdo da proliferagdo dos fibroblastos por IL13 foi
também notada quando do tratamento com os inibidores das enzimas CD39 e CD79. Verificamos,
ainda, que camundongos nocautes para o gene que codifica para o receptor Axa apresentaram reducio
do quadro silicético, expresso tanto no que se refere ao comprometimento da fungédo pulmonar como a
resposta fibrotica. Em conclusdo, nossos resultados mostram de forma original que a adenosina parece
estar implicada na resposta fibrotica associada ao quadro silicético em camundongos, por um
mecanismo dependente, pelo menos em parte, de sua agdo indutora de proliferacdo sobre fibroblastos,
e de sua agdo sobre o receptor Ara. Além disso, nossos resultados sugerem que antagonistas do
receptor A,a da adenosina poderiam vir a constituir uma ferramenta farmacologica 1til de aplicacdo
em doengas fibroticas pulmonares como a silicose.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN CELULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

YAGO AMIGO PINHO JANNINI DE SA

Silicosis is a chronic occupational disease characterized by inflammatory and fibrogenic components,
with marked granuloma formation. It is irreversible and there is no effective treatment available so far.
Adenosine is a nucleoside that has been reported to be implicated in fibrosis, being considered as a
potential therapeutic target for fibrotic diseases. In this study, we investigated the involvement of
adenosine in pulmonary fibrosis in silicotic mice. Lung fibroblast reactivity was also evaluated in
vitro. Mice were instilled intranasally with silica particles and the analyzes performed at 7 and 28
days. The parameters evaluated included lung function (resistance and elastance) by invasive whole
body plethysmography and tissue alterations by morphological and morphometric techniques using
H&E and Picro sirius staining. Lung fibroblast reactivity to IL-13 and adenosine stimulation was
evaluated in vitro with proliferation and MCP-1 production being analyzed. Silicotic mice exhibited
increased lung resistance and elastance, in parallel to progressive fibrosis and granuloma formation, at
7 and 28 days post-instillation. Expression of the CD39 and CD73 ectonucleotidases, responsible for
adenosine generation from ATP, was shown to be increased in lung tissue at the initial phase of
silicosis. Adenosine receptor expression was altered in the lung of the silicotic animals, reflected by an
increase in A; and Asg receptors and reduction in Asa receptor. Az receptor was unchanged. In vitro
assays showed that stimulation of fibroblasts with adenosine led to an increase in the proliferation rate
and production of MCP-1, phenomena sensitive to treatment with selective Aza receptor antagonist
(ZM-241385). Fibroblasts from Ass receptor knockout mice were refractory to stimulation with
adenosine. Increased fibroblast proliferation was also observed after stimulation with IL-13, a
phenomenon suppressed by the A, receptor antagonist. These data indicate that adenosine acts
mediating IL-13 profibrotic effect by means of binding to Asa receptor. Suppression of IL-13
stimulated fibroblast proliferation was also noted after treatment CD39 and CD79 enzyme inhibitors.
We also observed that Ass receptor knockout mice showed a reduction of the silicotic conditions as
attested by impairment of lung function and fibrotic response. In conclusion, our results show
originally that adenosine seems to be implicated in the fibrotic response associated with silicosis in
mice, by a mechanism, at least partially dependent on its ability to induce fibroblast proliferation, and
its action on A, receptors. In addition, our results suggest that adenosine A,a receptor antagonists
could provide a useful pharmacological tool for application in fibrotic diseases such as silicosis.
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1. Introducio

Doengas pulmonares englobam varias condigdes patologicas que afetam os 6rgdos e
tecidos que possibilitam a troca de gases em organismos superiores e, inclui as condi¢des do
trato respiratorio superior, traqueia, bronquios, bronquiolos, alvéolos, pleura e cavidade
pleural, além de nervos e musculos envolvidos no processo da respiragao (Hall e Guyton,
2011). Podem variar em intensidade e serem classificadas de maneiras diferentes, pelo 6rgao
ou tecido envolvido, pelo tipo e padrdo de sinais e sintomas associados, ou ainda pela causa
(etiologia) da doenca. As disfungdes pulmonares cronicas sdo conhecidas por afetar as vias
aéreas e outras estruturas do pulmao, nao sao curaveis. No entanto, ha formas de tratamento
que ajudam a dilatar grandes passagens aéreas e melhorar a falta de ar que podem ajudar a
controlar os sintomas e aumentar a qualidade de vida para as pessoas com a doenca. As
doengas pulmonares restritivas compdem uma categoria de disfungdes respiratorias
caracterizadas pela perda da complacéncia pulmonar, causando expansdo pulmonar

incompleta e aumento da rigidez do 6rgao (Beckett, 2011).

1.1. Pneumoconioses

As pneumoconioses compdem um grupo de doencas pulmonares cronicas, de carater
ocupacional, geralmente associada a trabalho em metalurgicas, construtoras ou minas. Estdao
associadas a inalagdo de quantidades expressivas de poeira inorganicas, contendo particulas,
como por exemplo, carvao, asbestos e silica (Lynch e McCunce, 1997; ATS, 1997). Dados da
literatura apontam que, em 2013, houve um total de 260.000 mortes de individuos com
pneumoconioses, dentre estas a maioria associada a silicose (46.000), seguida por asbestose e
antracose (GBD, 2013). Esta classe de doencas se desenvolve de forma lenta e silenciosa (20
a 30 anos), sem que os individuos percebam os sintomas, que sdo tosse, dificuldade para
respirar, cansago, perda de peso que evoluem de forma progressiva e persistente (NIOSH,
2002; Glazer e Newman, 2004). O diagnoéstico ¢ feito através de exame fisico, historia do
paciente, e radiografia simples de térax, onde se pode constatar a presenca de um padrao
tipico de cicatrizes e nodulos. De forma complementar ¢ realizado teste de fun¢do pulmonar
(espirometria) para averiguagao do grau de disfun¢do e incapacidade do paciente (Chong et
al., 2006; Ehrlich et al., 2011). As pneumoconioses podem ser evitadas desde que se apliquem
padrdes de niveis maximos permitidos de poeira nos locais de trabalho, e também utilizando
equipamentos de prote¢do individual (EPI), principalmente o uso de mascaras de protegdo.

Além disso, a realizagdo de exames médicos regulares pode ser muito util no caso de




individuos considerados em situacdo de risco, uma vez que podem detectar a doenca em

estagios iniciais, antes que ela se torne incapacitante (NIOSH, 2002).

1.1.1 Silicose

A silicose ¢ considerada como uma das doengas ocupacionais mais antiga conhecida
desde a Antiguidade, no Egito, Grécia e Roma. E uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em paises em desenvolvimento e desenvolvidos, representando, assim, um
importante problema de satide publica (Leung et al., 2012). De acordo com a publicacido da
OMS a silicose ¢ uma doenga que causa graves transtornos para a saude do trabalhador,
levando ao 6bito centenas de pessoas em todo o mundo anualmente resultando em um sério
impacto socioecondmico (Organizacdo Mundial da Satde, 1996).

A silicose tem sua ocorréncia associada a atividades de trabalho que incluem
jateamento de areia, construg¢do civil, mineragdo, construcdo de tuneis, artes plésticas,
joalheria, confec¢do de proteses dentarias dentre outras (Leung et al., 2012). O risco de
desenvolvimento desta doenca esta diretamente dependente da concentraciao, do tamanho da
particula, da dura¢do do tempo de exposi¢cdo, do tipo de silica cristalina e, do tempo
decorrente da formacao dos cristais, uma vez que as particulas recém-fragmentadas sdo mais
toxicas, provavelmente devido ao maior numero de radicais em sua superficie (Kim et al.,
2014; Kusaka et al., 2014). A silica ¢ um dos componentes mais abundantes na superficie da
terra, composta por um atomo de silicio e dois atomos de oxigénio (SiO2), podendo ser
encontrada em duas formas na natureza - amorfa ou cristalina- apresentando-se esta ltima
sob trés formas: quartzo, tridimita e cristobalita (Greenberg et al., 2007).

De acordo com a Sociedade Tordcica Americana, foi detectado que em torno de 2
milhdes de trabalhadores dos Estados Unidos estejam expostos a poeira contendo particulas
de silica (ATS, 1997). No Brasil, o nimero estimado de trabalhadores potencialmente
expostos a poeiras contendo silica ¢ superior a 3 milhdes, com particular énfase na regido
sudeste onde a mineragdo (9%), exploracdo de pedreira (16%), construgdo civil (67%) e
industrias de processamento de minerais (34%) constituem atividades econdmicas
predominantes. Na regido nordeste, em funcdo da seca, as atividades de escavagao de pogos
com alto contetdo de quartzo resulta em uma prevaléncia de 26% de silicose nos individuos
(Ribeiro, 2010).

A doenca pode ser classificada em trés formas clinicas: 1) a aguda ou silicoproteinose
(mais rara), sendo caracteristica de individuos expostos a quantidades elevadas de po6 de silica

por um espago de tempo curto (meses a até 5 anos), sendo habitualmente observada em




operarios que trabalham com jateamento de areia ou moagem de pedra. Nesta forma ¢
observado o aparecimento de um infiltrado inflamatério importante no parénquima pulmonar.
i1) a acelerada ¢ a forma intermediaria da silicose, quando os individuos sdo diagnosticados
entre 5 a 10 anos ap6s o ultimo contato com a silica. Nesta condi¢do € possivel ser observada
a formacao de pequenos nodulos fibréticos difusos no parénquima pulmonar; iii) a cronica €
forma mais comum de ser encontrada e se desenvolve apos 10 anos ou mais apds a ultima
exposicdo a silica, sendo observada a formagdo de grandes nodulos fibroticas localizados
predominantemente no ter¢o superior dos pulmdes. (Santos et al., 2010). O diagnostico da
silicose ¢ feito predominantemente pelo raio-X ou tomografia computadorizada de torax,
porém a associacdo da silicose com o desenvolvimento de outras patologias pulmonares ¢
discutida como fator agravante. Relatos na literatura definem que a coexisténcia de fatores
como tabagismo, infec¢des pulmonares e cancer, tem dificultado o estabelecimento de um
padrao funcional que caracterize a doenca antes do aparecimento dos sintomas (Rees e
Murray, 2007; Eduardo et al., 2008).

A silicose ¢ uma doenca irreversivel e para qual ndo ha tratamento efetivo até o
momento. No entanto, medidas podem ser adotadas no sentido de impedir a evolucao do
quadro, como a interrup¢do da exposi¢do a silica, logo que os primeiros sintomas forem
detectados, e o lavado bronco alveolar, com o objetivo de retirar uma parcela das particulas
acumuladas. Alternativamente, t€ém sido utilizadas terapias de suporte que visam a melhoria
da condi¢do do paciente, incluindo o uso de antitussigenos para reducdo da tosse seca, de
broncodiladores para a insuficiéncia respiratoria, de mucoliticos para reducdo do muco,
terapia com oxigénio e se for necessario, podem ser administrados antibioticos quando houver
um quadro de silicotuberculose (Cullinan e Reid., 2013).Por ultimo e, considerando os
elevados riscos por se tratar de um procedimento bastante invasivo, existe a possibilidade de
realizagdo de transplante pulmonar, que tem aumentado a sobrevida dos pacientes em

aproximadamente 10 anos (Di Giuseppe et al., 2009).

1.1.1.1. Patogénese da silicose

A patogénese da silicose tem como base o ar inalado que passa através das vias aéreas
superiores, traqueia, bronquios e, eventualmente chegando aos bronquiolos e alvéolos. As
particulas inaladas s3o em sua maioria exaladas ou depositadas nas vias aéreas superiores, €
removidas através da camada mucociliar. Além dos bronquiolos terminais (ou respiratorios)
existem aglomerados de alvéolos onde ocorrem as trocas de oxigénio e didxido de carbono.

Pequenas particulas inaladas (<10 pm didmetro aerodinamico) podem se depositar na area dos



bronquiolos respiratérios € nos alvéolos (ATS, 1997; Bon e Santos, 2010). Os macrofagos
alveolares normalmente sdo encontrados dentro dos alvéolos, e sdo as primeiras células
residentes a entrar em contato com a particula de silica (Becker et al., 2005; Byrne et al.,
2015). Estas células compoem de forma essencial a resposta da imunidade inata a inalagao de
particulas de silica. A participagdo dos macrofagos no estabelecimento da inflamagdo e no
reparo ¢ fundamental, ja& que eles tém a capacidade de fagocitar as particulas e de
produzir/secretar citocinas e quimiocinas que podem regular a proliferacdo e diferenciagao
local de células mesenquimatosas (fibroblastos). (Hamilton et al., 2006; Beamer et al., 2010).
No caso da silicose, as particulas sdo reconhecidas pelo receptor MARCO e podem induzir a
morte celular pela geracdo de ROS quando fagocitadas por macréfagos alveolares. A ativagao
destas células pela silica resulta na liberagio de mediadores importantes para o
estabelecimento da resposta inflamatoéria como TNF-a e IL-1B (Iyer et al., 1996; Beamer e
Holian, 2007; Hamilton et al., 2008). Além destes fatores, macrofagos sdo conhecidos por
apresentarem fendtipos distintos (M1 ou M2) devido a influéncia do microambiente pro-
inflamatorio ou fibrético em que eles se encontram (Orfila et al., 1998; Murthy et al., 2009;
Wynn et al., 2013).

Associados a ativacdo de macréfagos, neutrofilos formam o primeiro estagio da fase
aguda da resposta inflamatoria, ¢ podem ter um papel igualmente importante no processo de
fibrose, ja& que sdo capazes de liberar espécies reativas de oxigénio e citocinas,
metaloproteinases, entre outros. Todos estes fatores agem em conjunto, resultando na fibrose
tecidual observada em muitas disfun¢des pulmonares (Castranova et al., 2002).

A resposta da fibrose pulmonar ¢ tradicionalmente vista como um fendémeno que
ocorre apOs uma resposta inflamatéria aguda, embora até o0 momento ndo existam evidéncias
clinicas que provem a real existéncia de uma relacdo direta entre parametros inflamatorios e a
evolucdo da doenga. No entanto, a literatura especializada ja descreveu que a fibrose tecidual
inicia sua amplificacdo a partir de uma lesdo inicial, e age modulando o fenomeno de
reparagao tecidual, tanto no sentido do acimulo de células mesenquimatosas quanto da sintese
de componentes da matriz extracelular (Choi et al., 2009; Joshi, e Knecht, 2013). No caso
particular da matriz extracelular, existem evidéncias de que a sua manuten¢do ¢ um processo
dinamico, envolvendo a sintese de proteinas como fibrilas de coldgeno, fibronectina e
proteoglicanas, sempre equilibradas através de uma propor¢ao equivalente de proteodlise. No
caso dos reguladores, também tém importancia as metaloproteinases (MMPs), cuja acdo
enzimatica ¢ regulada por uma familia de inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMPs)
(Mossman e Churg, 1998; Yoshiji et al., 2000). Alguns estudos demonstram que durante um

processo de desregulacao do processo homeostatico € possivel observar a formagao de fibrose




tecidual, correspondendo ao fendmeno de reparacdo excessiva, dando origem a importantes
altera¢des funcionais. Em um cendrio assim tdo amplo, também ha outras células residentes
envolvidas no estabelecimento da resposta inflamatéria pela particula de silica, como as
células epiteliais, que tém um papel importante no processo de agressao tecidual através da
producao de ROS e mediadores quimiotaticos como IL-8 (Becker, et al., 2005; van Berlo, ¢
Damien, 2010; Peeters et al., 2013; Ovrevik et al., 2015).

Os achados patoldgicos na fibrose pulmonar (acimulo excessivo de MEC e reparo da
arquitetura pulmonar) sdo consequéncia de distirbios em dois processos fisiologicamente
equilibrados: proliferagao/apoptose de fibroblastos e acumulo/desagregacao da MEC (Huaux,
2007). Quando o balango normal entre a deposicdo e a degradagcdo de MEC ¢ deslocado para a
deposicao, ocorre um acumulo excessivo de MEC. Quando o equilibrio entre proliferacao e
apoptose de fibroblastos ¢ deslocado para uma proliferagao acelerada, ou menor apoptose, os
fibroblastos - produtores primérios de MEC - se acumulam. Varias sdo as origens possiveis
descritas para as células mesenquimais produtoras de MEC e incluem o acumulo de
fibroblastos pulmonares residentes, quimiotaxia e diferenciagdo fibroblastica de células
derivadas da medula o¢ssea, tais como fibrocitos ou mondcitos circulantes, ou por
transformagao  epitélio-mesenquimal (EMT), ou endotélio-mesenquimal (EndMT).
Independente da fonte de expansdao de fibroblastos nos pulmdes (residentes ou sist€émicos)
parece ser de consenso que a cé€lula efetora final na fibrose pulmonar ¢ o miofibroblasto, um
fibroblasto diferenciado que possui propriedades contrateis semelhantes as células do musculo
liso e que se caracteriza pela presenca de actina alfa-musculo liso (a-SMA) e produgdo de
MEC (Borthwick et al., 2013; Akamatsu et al., 2013; Sampson et al., 2014).

Além de células mesenquimais alteradas, anormalidades do epitélio alveolar em
pacientes com fibrose pulmonar foram observadas. A perda de epitélio alveolar tipo I normal
e a substitui¢do por células hiperplésicas tipo II ou células cuboidais bronquiolares ¢ um
achado consistente em pacientes com fibrose idiopatica pulmonar. Além dessas observagoes,
estudos mecanisticos mais recentes tém focado na interagdo, ou ‘“cross-talk”, entre células
epiteliais danificadas e células mesenquimais pulmonares. Esta interacdo epitelial-
mesenquimal d& suporte a um tema-chave na fibrose pulmonar, no qual as células
mesenquimais pulmonares alteradas associadas a lesdo das células epiteliais alveolares
resultam no acimulo de MEC e no remodelamento da arquitetura pulmonar (Benson et al.,

1986; Bonnans et al., 2014; Suwara et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1- Esquema de ativacdo de fibroblastos e desenvolvimento da fibrose tecidual. A
particula de silica quando inalada induz um processo inflamatorio cronico associado a extenso
dano tecidual. Neste contexto, mediadores do processo de cicatrizacdo sdo produzidos (TGF-
B, CTGF e IL-13) induzindo diferenciacdo e proliferacdo de fibroblastos em miofibroblastos.
A perda de controle deste processo em conjunto com a inflamacdo crdnica irreversivel
promove um aumento da sintese e redu¢do da degradagao de MEC, resultando na fibrose
tecidual. Todo este processo ¢ ainda associado ao risco de cancer devido ao microambiente

gerado pela resposta pro-inflamatoria e fibrotica. Adaptado de: Bonnans et al. (2014).

Nos ultimos anos, uma imensa literatura descreveu alteragdes na expressdo e fungao
de citocinas em animais e pacientes portadores de fibrose pulmonar. A maioria dos achados
descreveu uma propensdo para uma variedade de citocinas promover € aumentar 0 processo
fibrético pulmonar, cujas fontes sdo numerosas e incluem células epiteliais, mesenquimais ou
inflamatoérias residuais ou sistémicas (linfocitos T, linfocitos B, macrofagos, neutrofilos,
eosinofilos e plaquetas) (Cassel et al., 2008; Boveda-Ruiz et al., 2013; Liu et al., 2016).
Estudos prévios descreveram que citocinas multifuncionais como IL-18, TGF-f, TNF-a e IL-
13 atuam como importantes agentes reguladores da inflamacdo, desempenhando assim um

papel chave na ativagao das cascatas profibroticas. Outros fatores moleculares também foram




identificados como relevantes no contexto da fibrose, com destaque para as quimiocinas como
a MCP-1. Esta quimiocina ¢ secretada por fibroblastos, células epiteliais ¢ mondcitos e tem
como funcdo classica o recrutamento de mondcitos para o tecido inflamado. A importancia
deste mediador ¢ visualizada na sua auséncia através de animais nocautes para seu receptor
(CCR2), havendo redugao da resposta inflamatoria e fibrética em modelos de lesdo pulmonar
aguda em camundongos (Warminton et al., 1999; Deshmane et al., 2009; Giordano et al.,
2010).

A citocina IL-13 tem recebido particular atengdo de diferentes grupos de pesquisa, em
fun¢do de sua implicagao mais ampla em fisiopatologias como a asma bronquica e a doenga
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), onde participa responde em parte pela hiper-reatividade
das vias aéreas, hipersecre¢do de muco e remodelamento tecidual (Zhu, et al., 2002; Kaviratne
et al., 2004). Estudos utilizando o tratamento de camundongos com anticorpos neutralizantes
para IL-13 mostraram efeito protetor na resposta de fibrose pulmonar induzida pela
bleomicina, conforme atestado pela reducdo no conteudo de hidroxiprolina (Belperio, et al.,
2002; Yang et al., 2004). Mais ainda, a utilizacdo de uma estratégia terapéutica inovadora — a
imunotoxina IL-13PE — se mostrou eficiente em reduzir significativamente o quadro de
fibrose peribronquica pulmonar induzida por bleomicina (Jakubzick, et al., 2003), além de
também suprimir a reposta fibrotica verificada na condicdo de alergia experimental por
Aspergillus fumigatus (Blease et al., 2001; 2002) e fibrose granulomatosa induzida por
Schistossoma mansoni (Jakubzick et al., 2002). A IL-13PE ¢ uma quimera derivada da fusao
de um fragmento da molécula de IL-13 humana (faz o reconhecimento e ligagdo ao receptor
da IL-13) e de uma forma mutada da exotoxina de Pseudomonas. Esta ultima atua através da
ligagdo aos receptores IL-13Ral e IL-13Ra2 na superficie celular, impedindo a iniciacao da
sintese protéica levando consequentemente a morte celular, através de processos de necrose
e/ou apoptose (Joshi et al., 2002; Shimamura et al., 2010). De forma interessante, achados
anteriores de nosso grupo demonstraram que o a administracdo terapéutica de IL-13PE a
camundongos silicdticos reverteu o comprometimento da mecanica respiratoria (aumento de
resisténcia das vias aéreas e aumento da elastancia pulmonar), inibindo a producido de
citocinas inflamatorias e pro-fibrticas, assim como a populacdo de miofibroblastos e a
producao de coldgeno. Estes resultados nos permitiram implicar, de forma original, o
envolvimento da IL-13 no componente fibrotico na silicose experimental (Ferreira et al.,
2013).A literatura apresenta relatos de que a citocina IL-13 pode atuar através da producao de
TGF-B e TNF-a por um mecanismo dependente da ativacdo dos fatores de transcricio NK-kB
e AP-1 (Fichtner-Feigl et al., 2006; MacDonald, 2006), bem como pela capacidade de ativar

diretamente fibroblastos (Kraft et al., 2001). Muito embora varios estudos tenham sido




desenvolvidos com vistas ao entendimento do mecanismo associado a acao fibrdtica da IL-13,
¢ consenso que o mesmo ainda ndo esté satisfatoriamente esclarecido. Dentro deste contexto,
ha evidéncias indicativas de que a adenosina parece desempenhar um papel importante na
patogénese de alteragdes teciduais induzidas pela IL-13, assim como a IL-13 e a adenosina
podem atuar regulando-se mutuamente em tecidos do trato respiratorio (Blackburn, 2003).

A adenosina ¢ um nucleosideo de purina intracelular que estd normalmente em baixas
concentragdes extracelularmente, sendo gerado em excesso durante situagdes de hipoxia,
trauma ou estresse, como resultado do metabolismo do ATP. A produgao se da através do
catabolismo dos nucleotideos trifosfato de adenosina (ATP) e difosfato de adenosina (ADP)
pela acdo da enzima NTPDase (CD39) gerando AMP, este ¢ metabolizado posteriormente
pela ecto-5"-nucleotidase (CD73) formando a adenosina. O catabolismo da adenosina em
inosina se da pela agdo da enzima adenosina deaminase (ADA) (Moser, et al., 1989;
Reutershan et al., 2009). De forma importante, foi descrito recentemente a existéncia de dois
tipos de transportadores responsdveis por manter o equilibrio intra e extracelular de
adenosina, fazendo com que ela seja secretada sem a necessidade da liberagdo e catabolismo
do ATP. A captagdo de adenosina e de outros nucleosideos em células de mamifero ¢ mediada
por transportadores de membrana especificos. Estes transportadores desempenham um papel
importante na regulacdo da sinalizacdo da adenosina, controlando as suas concentragdes
extracelulares nos locais receptores. Duas familias distintas de transportadores estdo
envolvidas neste processo de captagdao de nucleosideos: i) ENT1-2 (transportador equilibrador
de nucleosideo) e ii) CNT 1-2 (transportador concentrador de nucleosideo) (Griffith e Jarvis,
1996; Ritzel, et al., 2001; Della Latta et al, 2013) (Figura 2).

Durante a inflamagdo e a destruicao tecidual, a adenosina ¢ liberada para o espago
extracelular, atingindo niveis elevados de acimulo local que variam de 10 a 100 uM, e onde
desempenha inumeros papéis na regulacdo do processo inflamatorio e remodelamento
tecidual (Marquardt et al., 1984; Eckle et al., 2007; Peng et al., 2008). A adenosina
desempenha o papel de uma molécula de sinalizagdo autdcrina e paracrina, atuando através da
ligacdo a seus receptores. Desta forma, uma vez produzida, a adenosina se liga a receptores de
sete dominios transmembranas especificas, acoplados a proteinas G, que se encontram
expressos na superficie das células. Foram identificados quatro tipos de receptores para a
adenosina: A1, A2a, Ao € Az, e estes apresentam padrdes diversos de expressdao em tecidos e
células, podendo a ativacdo destes receptores produzir uma ampla gama de respostas como
modula¢do da funcdo das células a degranulagcdo dos mastdcitos, broncoconstricio, apoptose e

proliferacdo celular (Figura 3).
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Figura 2 — Esquema de formacao e liberagdo de adenosina no meio extracelular. O aumento

da concentragdo extracelular acontece pelo: i) catabolismo do ATP pela acdo das enzimas
CD39 e CD73 ou ii) pela liberagdo direta dos transportadores ENT. Adaptado de Cronstein
(2011).




Célula efetora

| camP

| AC

!

{l PLC

[lip3

Adenosina

1AC
!

lcamp TIP3

| PLC

|AC

| cAMP

lIP3

!

!

!

* Irflamagia

= BroncoconstrigSo

" Secregdo ds Muco

= Aivagdo neurogénica

= Efeitas arti-irflamatdrios
= Broncodilatagdo

= Reparotecidual

= Remodelamento/Fibrose

= Inflamagao

= Broncoconstrigdo

= RermodelzamentofFibrose
= Integridade wascular

= |rflamagdo
= Eosindfilas
= Secregdo de muca

= Remogan do muco

Figura 3 — Esquema representativo dos receptores (A1, A2a, A2 € A3z) e cascata intracelular
quando ativados pela adenosina. Os receptores A; e Axa apresentam alta afinidade para a
adenosina enquanto que o receptor Az ¢ A3, baixa afinidade. Em conjunto os receptores Aj,
AzB e A3z sdo responsaveis pelo estabelecimento de um quadro inflamatério enquanto que o

receptor Aza ¢ 0 Unico com efeito anti-inflamatorio. Adaptado de Polosa e Blackburn (2009).

Um namero crescente de evidéncias indica que a sinaliza¢cdo da adenosina através dos
receptores A1, Aop € Aszpodem exercer efeitos pro-inflamatérios em doencas inflamatorias
cronicas (Ball et al., 2004; Cicala e Ialenti, 2013; Gonzalez-Fernandez et al., 2014). Por outro
lado, os efeitos da adenosina em suprimir a resposta inflamatoria tém sido associados ao
receptor Aza, cuja expressdo foi detectada em macrdéfagos, células dendriticas, células T,
células B e células epiteliais (Collins et al., 2011; Mazzon et al., 2011). O acoplamento
seletivo da adenosina ao receptor Aza localizado em macrofagos humanos e murinos, pelo
agonista Axa (CGS-21680), inibe a expressdo de TNF-o induzida por lipopolissacarideo
(Welihinda e Amento, 2014). Além disso, o papel importante do receptor Axa na regulacao da
inflamacao foi demonstrado através da observagdo de que camundongos nocautes para este
receptor, quando expostos a estimulos inflamatorios desenvolvem resposta inflamatéria
exacerbada e destrui¢do tecidual, evoluindo ao 6bito (Truong et al., 2016). O receptor Aza
tem alta afinidade pela adenosina e, quando ativado, dispara o processo de ativagdo da
proteina G estimulatéria (Gs), acoplada a enzima adenilato ciclase, que terd como resultado o
aumento nos niveis de AMPc e consequente supressdao da funcdo de células inflamatorias.

Muito embora as vias de transducao de sinalizacdo no caso da adenosina ainda ndo tenham
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sido completamente definidas, a elevacao nos niveis intracelulares de AMPc ¢ associado a
ativacdo da enzima proteina quinase A (PKA) e a inibicdo do fator de transcricio NF-kB
(Oldenburg et al., 2012). Recentemente, foi descrita a proteina de troca diretamente ativada
por AMPc¢ (EPAC) — que possui uma guanina como fator de troca, € que quando ativada por
AMPc tem a capacidade de ativar outras enzimas como as Rap GTPases. Dois membros da
familia EPAC foram descritos (EPAC1 e EPAC2), porém um papel para EPAC na sinalizagdo
associada ao receptor Axa ainda ndo foi definido (de Rooij et al., 1998). De forma
interessante, estudos pré-clinicos mostraram que a adenosina desempenha um papel anti-
inflamatério em processos associados com doencas pulmonares agudas, indicando que a
ativacdo do Aoa tem implicagdes terapéuticas promissoras. Trabalhos complementares
realizados em camundongos com deficiéncia da enzima ADA, caracterizados por possuirem
niveis elevados de adenosina, sugeriram fortemente uma associagdo causal entre adenosina e
fenotipo inflamatorio (Blackburn, 2003).

De forma adicional, foi demonstrado que a adenosina e seus receptores desempenham
um papel central na patogénese da fibrose pulmonar e renal bem como na fibrose dérmica
difusa induzida pela estimulagdo com bleomicina. De forma mais especifica, os receptores
Aoa € 0s Aop da adenosina foram descritos por promover proliferagdo, producao de citocinas e
colageno, além de outras func¢des de fibroblastos dérmicos, renais e pulmonares (Perez-Aso et
al., 2014; Shaikh, et al., 2016; Wilkinson et al., 2016). Estudos recentes demonstraram que o
agonista seletivo do receptor Aza foi capaz de produzir resposta de reparo tecidual em animais
selvagens, porém ndo em animais deficientes para este receptor. Foram identificados aumento
de sintese de colageno do tipo I e III e reducdo dos niveis de metaloproteinase 9 (Chan et al.,
2006). Estas observacdes claramente suportam a ideia de que o receptor Ara parece estar
implicado em processos de fibrose e cicatrizagdo. Camundongos tratados com o antagonista
do receptor Aza e animais deficientes para este receptor, apresentaram protegdo da resposta de
fibrose dérmica difusa induzida por bleomicina (Katebi et al., 2008). Estes resultados sdao
consistentes com a hipotese de que o receptor Aza participa na fibrose tecidual e que o
bloqueio pode prevenir a fibrose. Corroborando com a proposicdo do envolvimento da
adenosina na fibrose, foi também verificado que camundongos deficientes na enzima ADA
apresentaram marcada resposta de inflamacdo pulmonar, expressao de moléculas
profibroticas, deposi¢do de colageno e alteracdo extrema na estrutura das vias aéreas,
respostas que se mostraram atenuadas apos terapia de substituicdo enzimatica de ADA para
regular os niveis enddgenos de adenosina no pulmio (Banerjee, et al., 2002; Chan et al.,

2006).
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De forma interessante, foi verificado que as concentracdes de adenosina e os niveis de
seus receptores se mostraram elevados no lavado broncoalevolar de pacientes portadores de
asma e de doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (Driver et al., 1993). Esses pacientes
geralmente apresentam focos fibréticos no pulmao devido a danos causados por episddios
repetidos de inflamacdo pulmonar. Desta forma, a producdo excessiva de adenosina no
pulmdo pode ativar vias profibroticas e, portanto, contribuir para o desenvolvimento e/ou

manuteng¢do da fibrose pulmonar (Jeffery, 2000).

Tabela 1- Localizacdo e proteinas G associadas aos receptores de adenosina

Receptor Proteina G Localizagdo

Ampla distribuicdo: em maiores concentragdes em

Al Gi,o - . . 0
nervos, coragdo, rim e tecido adiposo.
Ampla distribui¢ao: concentragdes muito altas no
A2A Gys/oif ganglio basal e alto em nervos, vasos sanguineos e
células do sistema imune.
Gs (Ggn1; o : :
A2B Ampla distribui¢do, mas em baixa quantidade.
Gi2/13)
A3 Gijo Distribuigao restrita, alta em mastocitos

Gs - Proteina G estimulatoria, ativa adenilato ciclase aumentando a concentragdo de AMPc
intracelular; Gi, — Proteina G inibitdria, inibe adenilato ciclase reduzindo a concentragao de
AMPc intracelular; Gg11 — Ativa fosfolipase C (PLC) resultando na formagao de inusitol tri-
fosfato (IP3) e diacilglicerol; Gi2/13 — ativa familia da Rho GTPase. Adaptado de Chen et al.
(2013)
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o envolvimento do nucelosideo adenosina na resposta fibrotica verificada na

silicose experimental em camundongos.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar a progressao da fibrose e comprometimento da fungdo pulmonar no pulmao de

camundongos silicoticos 7 e 28 dias apds a instilagao;

2.2.2 Avaliar a cinética da expressdo de enzimas ectonucleotidases CD39 e CD73 associadas

a producao de adenosina, no pulmao de camundongos silicoticos;

2.2.3 Avaliar a cinética de expressao dos receptores da adenosina Ai, Aza, A2 € A3 no

pulmao de camundongos silicoticos;

2.2.4 Avaliar o potencial efeito da adenosina sobre fibroblastos pulmonares de animais
controles, avaliando os pardmetros a prolifera¢do e ativacgao celular (geracdo da quimiocina

profibrotica MCP-1);

2.2.5 Avaliar o potencial efeito da coestimulacdo de fibroblastos pulmonares controles com
IL-13 e adenosina avaliando os pardmetros a proliferagdo e ativacdo celular (geragdo da

quimiocina profibrotica MCP-1);

2.2.6 Identificar o tipo de receptor de adenosina envolvido na estimulagdo de fibroblastos
pulmonares de animais controles por IL-13 e/ou adenosina, através da utilizacdo de

antagonistas especificos;

2.2.7. Avaliar a interferéncia da delecao do gene codificante para o receptor A2a da adenosina

na resposta fibrotica pulmonar verificada em camundongos silicéticos.
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3. Material e métodos

3.1. Animais

Neste projeto foram utilizados camundongos Swiss-Webster machos, com peso entre
18 a 20 g, provenientes do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fiocruz
(CECAL), sendo protocolos experimentais previamente aprovados pela Comissdo de Etica em
Uso de Animais de Laboratério (CEUA) da FIOCRUZ (licenca n° LW57/14). Animais
depletados para o gene codificante do receptor Axa da adenosina e seus controles (Balb/c)
foram gentilmente cedidos pela Dra Vanessa Carregaro Pereira do Centro de Pesquisa em
Doencas Inflamatorias - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP, Sao Paulo. Os
animais foram mantidos em microisoladores, aclimatizados sob condi¢des de temperatura
entre 22 e 25°C, ciclo de luz claro/escuro definido em 12 h/12 h com acesso livre a

alimentagdo e agua.

3.1.1. Inducao de silicose
Os animais foram submetidos a anestesia por halotano (Tanohalo, Cristalia, Sao
Paulo) e, em seguida, foram instilados por via intranasal com 13 mg silica (SiO») (tamanho de
particula: 0,5 -10 um) (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA), dissolvidos em 50 ul de
salina estéril. Os animais do grupo controle receberam igual volume de salina estéril. As

analises foram realizadas 7 e 28 dias ap06s instilagdo.

3.1.2. Medida de Func¢ao pulmonar

Para analise da fungdo pulmonar (resisténcia e elastancia) foi utilizado o sistema de
pletismografia barométrica de corpo inteiro invasivo (FinePointe - Buxco System, Reino
Unido), e a hiper-reatividade foi avaliada através da aerossolizagdo de doses crescentes do
agente broncoconstrictor colinérgico metacolina (3 - 81 mg/mL). Ao final do processo, os
animais foram mortos com dose letal de tiopental (500 mg/kg) e realizada perfusao dos
pulmdes com solugdo salina. Em seguida, o pulmao esquerdo recuperado foi recuperado e
imerso em fixador Milloning (paraformaldeido 4%, pH 7,4), sendo posteriormente submetido
ao processamento histoldgico. Os lobos do pulmao direito foram separados e congelados a -

80°C para analises posteriores (Ferreira, 2013).
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3.1.3. Analise histolégica

Os pulmoes esquerdos foram submetidos a etapas de desidratacdo em solugdo com
concentragdes crescentes de etanol (70, 80, 90 e 100%), clarificado em xilol e incluido em
parafina. Os cortes foram realizados em microtomo Leica®, na espessura de 5 pum, sendo
submetidos a coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H&E), para andlise da estrutura do
tecido pulmonar. Foi realizado o escaneamento das laminas no equipamento 3DHISTECH -
Pannoramic MIDI e avaliacdo através do programa de analise de imagem Pannoramic
Viewer®. A deposicdo de fibras coldgenas foram avaliadas em cortes corados com Picro
sirius para através andlise feita em microscopio de luz (Olympus BX50) acoplado a um

polarizador.

3.1.4. Quantificacido de colageno

A quantificagdo do contetdo de coldgeno pulmonar foi realizada utilizando o método
colorimétrico de Sircol (Biocolor, UK). O pulmao foi macerado em solucdo de Tris [0,05M] +
NaCl [1M], feita homogeneizagdo em solugdo de Sirius Red e, na sequéncia, as amostras de
tecido foram centrifugadas para precipitagdo do complexo corante-coldgeno sendo os
sobrenadantes descartados. Ao precipitado foi adicionado o reagente “alkali”, seguido de nova
homogeneizagdo por 10 minutos e, em seguida, feito a adicdo das amostras em placas de 96
pocos, para leitura da absorbancia em espectrofotometro (Spectramax M5 — Molecular

Devices) 540 nm (Ferreira, 2013).

3.1.5. Avaliacio da expressao génica através de RT-PCR

O pulmao foi perfundido com solugdo salina 0,9% livre de RN Ase e um dos lobos do
pulmdo direito foi congelado a -80°C diretamente em RNAlater. A extracdo do RNA foi
realizada com o reagente de Trizol® seguindo as instrugdes do fabricante. A andlise
quantitativa foi realizada através de espectrofotometro (Nanodrop®) utilizando-se 1pL da
amostra. Em seguida, para a analise da integridade do RNA, foi realizada a eletroforese em
gel de agarose 1,2% desnaturante, utilizando-se cerca de 1 pg de RNA e uma diferenga de
potencial igual a 100 V por 40 minutos. As amostras foram incubadas junto com a solugdo de
mix (formamida 70%, MOPS 2 X, azul de bromofenol e xileno cianol 0,25%) em banho seco
a 65°C por 10 minutos, sendo posteriormente resfriadas em geladeira. Para a visualizagdao do
RNA foi adicionado o reagente SYBR Green II (Thermo Fisher, Massachusetts, Estados
Unidos). Apos a corrida eletroforética, o gel foi avaliado em sistema de fotodocumentagao (L-
Pix Touch, Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo). A remog¢ao de DNA contaminante foi realizada

mediante uso do kit de remogdo de DNA (Invitrogen™ Ambion™ DNA-free™ - DNA
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Removal Kit, California, Estados Unidos) Para a etapa de reagdo de transcriptase reversa e
producdo do cDNA foi utilizado 1 pg de RNA total de acordo com o protocolo do kit
SuperScript™ VILO™ c¢DNA Synthesis Kit (Invitrogen; California, Estados Unidos). Ao
final, as amostras foram incubadas por 42°C por 1 hora seguida de incubagao a 85°C por 5
minutos. Para a quantificagdo da expressao génica foram utilizados 2 uL de amostras e 8 puL
do mix de amostra (25 uM primer; Fast SYBR® Green Master Mix) e utilizado o sistema de
PCR em tempo real ViiA™ 7 programado com o ciclo: 95°C por 5 minutos; 40 x (95°C/30
segundos, 60°C/30 segundos, 72°C/1 minuto); 72°C por 5 minutos; 4°C por tempo
indeterminado. Os genes alvos analisados incluiram as ectonucleotidases CD39 e CD73, os
receptores de adenosina A1, Aoxa, Aog € A3 e os constitutivos: B-actina e GAPDH . O aumento

2-AACT

na expressao génica foi calculadoatravés da formula , onde AACT = (animal silicético -

)gene alvo )gene constitutivo

animal salina — (animal silicotico — animal salina

Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizadas no RT-PCR

Gene (Proteina) Senso (Forward) Anti-senso (Reverse)
Adoral (Al) ACAAAAACCAGTGGTGGAGTGA  TCTGTCCCCTCCCCTTGTC
Adora2a (A2A) TGAAGGCGAAGGGCATCA GGGTCAGGCCGATGGC
Adora2b (A2B) ACGTGGCCGTGGGACTC GCAGAAGCCCAAGCTGATG
Adora3 (A3) GAGACCTGCATCCTCCAGGTT GGCCTGTTACAGGACCATCAA
Entpd1 (CD39) AGCTGCCCCTTATGGAAGAT TCAGTCCCACAGCAATCAAA
Nt5e (CD73) CAGGAAATCCACCTTCCAAA AACCTTCAGGTAGCCCAGGT
B-actina TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG ~ TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT
GAPDH CTGAGGACCAGGTTGTCTCC AGCCGTATTCATTGTCATACCA

3.2. Cultura primaria de fibroblastos pulmonares em monocamada

Os pulmdes obtidos a partir de animais controles foram submetidos a dissociagdo
mecanica e, posteriormente, enzimatica utilizando para tanto uma solu¢ao de colagenase do
tipo I (I mg/mL — Gibco) em meio DMEM sem soro fetal bovino (SFB). As amostras de
tecido foram mantidas em garrafa, sob agita¢do, durante 1 hora a 37°C, e ao final todo o
conteudo foi centrifugado. As células recuperadas foram transferidas para frascos de cultura
(75 cm?) e acrescidas de meio DMEM suplementado com soro fetal bovino(10%), penicilina
(1x10° U/mL) e estreptomicina (0,2g/mL),mantidas em meio DMEM suplementado com 10%
SFB e ao atingirem a condi¢do de 90% de confluéncia, foram submetidas ao processo de

tripsinizagdo (tripsina 1,25 g/mL + EDTA e 0,2 g/mL). A partir da terceira passagem as
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c€lulas foram mantidas e a cultura expandida em garrafas grandes (150 cm?) e os

experimentos realizados entre a quarta e oitava passagens.

3.2.1. Estimulos e tratamentos in vitro

Na etapa de estimulagdo, as células foram plaqueadas na densidade de 5 x 10*
células/poco em placa de 24 pocos. Apds 24 horas, o meio foi substituido por DMEM sem
SFB e 1 hora apds foi realizada a adi¢ao dos estimulos com IL-13 (40 ng/mL) (R&D Systems,
EUA) ou adenosina (10 - 300 puM) (Sigma Chemical, St Loui, Estado Unidos). O
sobrenadante foi recolhido, 24 horas apds, e feita quantificagdo dos niveis de MCP-1 por
ELISA. Em outro grupo de experimentos, as cé¢lulas foram submetidas ao tratamento por um
periodo de 1 h, antes da adi¢@o de estimulos, sendo utilizados os antagonistas dos receptores
de adenosina: A1 (DPCPx) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), A2A (ZM-241.385) (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos), A2B (MRS-1754) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) ¢ A3 (MRS-
1523) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e os inibidores das enzimas ectonucleotidases CD39
(ARL 67156) e CD73 (AMPCP) (TOCRIS Bioscience, Reino Unido). Foram avaliadas a
proliferacdo celular (ver topico 3.2.3.) e producdo de quimiocina MCP-1 no sobrenadante (ver

topico 3.2.4.).

3.2.2. Cultura primaria de fibroblastos pulmonares em sistema
tridimensional

Para obten¢do da cultura dos esferdides, fibroblastos pulmonares foram ressuspensos

em meio DMEM sem SFBe adicionados a placas de 96 pogos fundo U revestidas com agarose
1% (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Posteriormente, as células foram plaqueadas numa
densidade de 1,25 x 10%, na presenca ou auséncia da citocina IL-13 (40 ng/mL) e de adenosina
(10 - 300 uM), ficando mantidas em estufa de CO2 a 37 °C durante os tempos de andlise
(Garzoni et al., 2008). Os esferoides formados foram fotografados através de um sistema de
camera acoplada ao microscopio de luz invertido (Olympus IX70) e as imagens obtidas
processadas pelo programa Image-Pro Plus para aferi¢do do didmetro médio (um). Os niveis

de MCP-1 no sobrenadante foram quantificados por ELISA.

3.2.3. Proliferacao celular
Para andlise da taxa de proliferagio em sistema de incorporacdo de timidina, 2 x 10*
células/mL foram adicionadas a placas de 24 pogos e mantidas por 18 horas a 37°C. Em

seguida as células foram estimuladas com IL-13 e/ou adenosina. Apos 20 horas foi feita a
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adicdo de 0,5uCi de [H?] timidina por poco. Apos 4 horas a placa foi congelada em -20°C e
analisada posteriormente em contador de particulas Beta (Beckman LS6500 Multi-Purpose
Scintillation Counter).Em outro grupo de experimentos, a proliferagdo celular foi avaliada
através da incorporacao de BrdU utilizando kit (Brdu Cell Proliferation Kit- Millipore —

Massachusetts, United States) conforme instrug¢ao do fabricante.

3.2.4. Ensaio de ELISA

Para quantificagdo da quimiocina MCP-1 foi utilizado kit (R&D System, Estados
Unidos). Para tal, as amostras foram adicionadas a placas de 96 pocos, previamente
adicionadas de 100 uL/pogo do anticorpo de captura diluido em tampao (NaCl 1,5 M ,H3BO4
0,5 M e NaOH 1 N) durante 12 h a 4°C. Em seguida, os pocgos foram lavados 3 vezes com
tampao 1 (timerosal, KPO4 1 M e Tween 20 0,005%), seguindo-se o bloqueio com
PBS/albumina sérica bovina (BSA, 1%) por 1 hora a 20°C. Os pogos foram lavados 3 vezes
com tampdo 1 e as amostras, bem como os padrdes foram diluidos em tampao 2 (2% de soro
fetal bovino - SFB em PBS). Apos adicdo aos pogos, procedeu-se incubacdo por 2 horas a
37°C, seguindo-se de sequéncia de 3 lavagens com tampao 1. Na sequéncia foi feita adi¢do do
anticorpo detector biotinilado (50 pg/mL) e feita incubagdo por 1 hora a 20°C. Os pogos
foram lavados com o tampdo 1 e feita incubacdo por 1 hora a 20 °C com a mistura
neutravidina horseradish peroxidase (HRP) diluida em tampdo 2. Ao final foi feita a adi¢ao do
substrato (K-Blue®), sendo a reacdo interrompida apos a adicdo de H2SO4 (0,19 M). A
analiseespectrofotométrica foi realizada em leitora de placa no comprimento de onda de450

nm e os resultados expressos como pg/mL.

3.3. Analise estatistica
Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados estatisticamente através de andlise de variancia (ANOVA), seguida de teste de
comparacdo multipla de Newman-Keuls-Student. Para comparagdo entre dois grupos
experimentais, foi utilizado o teste “t” de Student para amostras nao pareadas. Para ambos os

testes, os valores de p < 0.05 serdo considerados significativos.
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4. Resultados

4.1. Analise da funciao pulmonar e alteracées morfologicas no pulméo

de camundongos silicoticos

A silicose ¢ uma doenca grave cujas caracteristicas principais incluem a diminui¢ao da
funcdo pulmonar, em associagdo com marcado comprometimento tecidual. No modelo
experimental de silicose utilizado, verificamos que na fase inicial (7 dias) ocorre um aumento
nos niveis basais de resisténcia das vias aéreas (Fig. 4A) e elastancia pulmonar (Fig. 4B), e
uma nitida exacerbacao da resposta de fun¢do pulmonar na condi¢ao de aerossolizagao do
broncoconstrictor metacolina (Fig. 4A e 4B). Resposta similar foi observada em
camundongos na fase tardia do processo silicotico (Fig. 4E e 4F). A analise histologica
revelou que os pulmdes dos animais controles apresentaram vias areas com septos alveolares
preservados (Fig. 4E e 4@G), enquanto os pulmdes silicdticos na fase inicial (7d) mostraram
infiltrado inflamatorio e presenga de granulomas localizados de forma dispersa no parénquima
pulmonar (Fig. 4F). Na fase tardia (28d), notamos uma clara progressio do quadro
fisiopatologico, evidenciado por um marcado aumento no conteudo e tamanho dos
granulomas no tecido, estes apresentando bordas definidas e se mostrando coalescentes, o que
se refletiu em importante aumento na area do pulmao ocupada por fibrose e granulomas (Fig.

4H).
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Figura 4 — Avaliagdo da funcao e alteragdes morfologicas pulmonares em camundongos silicéticos, em 7 e 28 dias. A avalia¢ao da resisténcia (A
e C) e elastancia (B e D) pulmonares foram realizadas nos tempos de 7 (A e B) e 28 dias (C e D) apo6s a instilagdo com silica (13 mg) ou salina
(50 pL). Imagens representativas do pulmao de animais instilados 7 dias (E e F) e 28 dias (G e H) com salina (E e G) ou silica (F e H), corados
com hematoxilina e eosina. Br = bronquiolos; *= granuloma. Barra = 100 um. Valores indicam média + EPM de pelo menos7-9 animais por

grupo. + p <0,05 comparado aos animais controles na mesma dose aerossolizada de metacolina.



4.2. Avaliacao da expressao das enzimas CD39, CD73 e receptores P1

no pulméao de camundongos silicdticos

De forma a buscar evidéncias do envolvimento da adenosina na resposta silicética,
inicialmente avaliamos a cinética da expressdo das enzimas responsaveis pela formagdo de
adenosina, as ectonucleotidases CD39 e CD73. Como ilustrado na Figura 5, observamos que a
expressao de ambas as enzimas CD39 (Fig. 5A) e da CD73 (Fig. 5B) estava aumentada, em
compara¢do a de animais controles, na fase inicial (7 dias) do quadro silicotico, com niveis
basais sendo verificados na fase tardia (28 dias).

Considerando as observagdes acima indicativas de potencial aumento no processo de
metabolismo da adenosina na fase inicial da silicose avaliamos a expressao dos receptores
purinérgicos P1 (da adenosina) - A1, A2a, A2 € A3 - no pulmio dos animais silicdticos e
controles. Verificamos que na fase aguda da silicose foram detectados aumento na expressao
do receptor Az (Fig. 6A) (préinflamatorio) e reducdo do receptor Aza (anti-inflamatdrio)
(Fig. 6B), sem alteracdo significativa dos receptores A; e A3 (Fig 6A e 6D, respectivamente).
Na fase tardia, foram detectados aumento na expressao do receptor A (Fig. 6A), redugdo dos

receptores Aoa (Fig. 6B) e Aog (Fig. 6C) e niveis ndo alterados do receptor Az (Fig. 6D).
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<0,05 comparado aos animais controles.
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4.3. Avaliacido e caracterizacdo do efeito da adenosina sobre

fibroblastos pulmonares de camundongos

Na sequéncia, analisamos o potencial efeito da adenosina em ativar fibroblastos
pulmonares. Células do pulmao de camundongos controles foram obtidas e utilizadas em
sistema de cultura em monocamada. Os parametros de proliferagio celular e
produgdo/liberacdao da quimiocina préfibrotica MCP-1 foram analisados. A estimulagdo com a
citocina profibrética IL-13 foi utilizada para comparacdo. Neste estudo verificamos que a
estimulagdo com IL-13 (40 ng/mL) induziu proliferagdo dos fibroblastos (Fig. 7A). A
estimulagdo dos fibroblastos com adenosina também se mostrou capaz de induzir a resposta
de proliferagdo celular independente da concentragdo utilizada (100 e 300 uM) (Fig. 7A). A
analise da resposta de ativag¢do celular revelou que a tanto a IL-13 como a adenosina (300

uM) induziram aumento nos niveis de MCP-1 no sobrenadante (Fig. 7B).
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Figura 7 — Ativacdo de fibroblastos pulmonares de camundongos controles por IL-
13 e adenosina (ADO) in vitro. Analise da (A) proliferacao e (B) producgao de
MCP-1 foi realizada 24 horas apds o estimulo com IL-13 (40 ng/mL) ou ADO (30
— 300 uM). Valores indicam média = EPM de 4-5 animais. + p < 0,05 comparado ao grupo

ndo-estimulado.
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Como abordagem alternativa de analise, utilizamos o sistema de cultura tridimensional
de fibroblastos, no qual h4 a formacao de estruturas esféricas e complexas, e de interagdo de
células com a matriz extracelular formada (esferoides). Avaliando a cinética de formacao dos
esferoides, os resultados confirmaram achados prévios de nosso grupo (Guimaraes, 2012).
Verificamos que nas primeiras 24 horas os esferoides contendo fibroblastos de animais
controles mostraram maior tamanho e aspecto mais frouxo sem defini¢do de bordas (Fig. 8A).
Uma maior compactacao e contorno dos esferoides foi detectado nos tempos subsequentes (48
e 72h). Dados quantitativos confirmam os achados obtidos, mostrando reducao do diametro
ao longo dos tempos analisados (Fig. 8B). Quando estimulados com IL-13 (40 ng/mL),
evidenciamos um tamanho maior dos esferoides em comparagdo aqueles ndo estimulados
(NE) (Fig.8B). A estimulacdo com adenosina também promoveu aumento no didmetro dos
esferoides apenas no tempo de 24 horas, enquanto que nos tempos seguintes os esferoides
estimulados com ADO apresentaram diametro similar ao grupo ndo estimulado (Fig. 8A e
8B).

Ainda no sistema de cultura tridimensional, verificamos que o estimulo com IL-13
induziu a producdo de MCP-1 de forma bastante expressiva em todos os tempos de andlise
(Fig. 9). No caso da adenosina, muito embora também tenha sido detectado aumento nos
niveis de MCP-1, o mesmo foi inferior aquele visto no caso da estimulacdo com a IL-13 e,
somente significativo com a maior concentragao (1000 uM) (Fig. 9).

Objetivando caracterizar o efeito da adenosina sobre os fibroblastos pulmonares,
partimos para identificar qual(is) o(s) receptor(es) de purinérgicos P1 envolvido(s).
Antagonistas seletivos para os quatro receptores da adenosina foram utilizados. O antagonista
do receptor Aza ,ZM 241385 (10 e 30 uM) foi capaz de reduzir de forma significativa a
resposta proliferativa dos fibroblastos estimulados com adenosina (Fig. 10B). Os antagonistas
dos receptores A DPCPx (Fig. 10A), A>g MRS-1754 (Fig. 10C) e A3 MRS-1523(Fig. 10D),
em concentragdes semelhantes as do antagonista de Asa, ndo apresentaram atividade
farmacologica.

Na tentativa de melhor caracterizar o efeito da adenosina em fibroblastos, foi realizado
ensaio onde as células foram incubadas com o agonista de receptor Axa CGS 21680 (30 — 300
uM). O estimulo com IL-13 e adenosina induziu a proliferacdo dos fibroblastos, conforme

esperado, porém nenhum efeito foi evidenciado com o agonista CGS 21680 (Fig. 11).
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Figura 8- Avaliacdo do didmetro de esferdoides (cultura 3D). Analises foram
realizadas 24, 48 e 72 horas apos estimulo com IL-13 (40 ng/mL) ou ADO (100 —
1000 mM). Imagens representativas obtidas através de microscdpio invertido
(aumento de 40x) (A) e diametro dos esferoides (B). Valores indicam média + EPM de 4

animais. + p < 0,05 comparado ao grupo NE dos respectivos tempos.
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Figura 9 —Analise da ativacdo de esferoides. Andlise da produc¢dao de MCP-1 foi
realizada 24, 48 e 72 horas apds o estimulo com IL-13 (40 ng/mL) ou ADO (30 —
300 uM). Valores indicam média = EPM de 3 animais. + p < 0,05 comparado ao grupo NE

dos respectivos tempos.
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Figura 10 -Efeito do tratamento com antagonistas seletivos de receptores de

adenosina na proliferacao de fibroblastos pulmonares de camundongos controles

in vitro. Anélise foi realizada 24 horas apds o estimulo. Foram utilizados os

antagonistas para os receptores A (A), Azxa (B), A2 (C) e Az (D). Valores indicam

média £ EPM de 4 animais. + p < 0,05 comparado ao grupo NE. * p <0,05 comparado ao

grupo estimulado somente com ADO.
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Figura 11 — Efeito da ativacdo do receptor Aza pelo agonista seletivo CGS 21680
em miofibroblastos pulmonares de camundongos controles in vitro. A
proliferacdo foi avaliada 24 horas apds o estimulo. Valores indicam média + EPM de

3 animais. + p < 0,05 comparado ao grupo NE.
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4.4. Avaliacio do envolvimento da adenosina na estimulacio de

fibroblastos pulmonares murino por IL-13

Dados na literatura apontam para uma inter-relagdo entre o efeito profibrético da IL-13
e a modulacdo de genes envolvidos na sinaliza¢do purinérgica, com énfase nos receptores de
adenosina e na atividade da adenosina deaminase (ADA), enzima responsavel pela
metabolizacdo da adenosina em inosina (Blackburn et al., 2003). Desta forma, avaliamos o
potencial envolvimento da adenosina na resposta de ativagao de fibroblastos induzida pela IL-
13. O tratamento das células com o antagonista do receptor Aza da adenosina ZM-241385
inibiu a atividade profibrética da IL-13 (Fig. 12), sendo um indicativo da participagdo da

adenosina na acao da IL-13 sobre os fibroblastos pulmonares.
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Figura 12 —Efeito do tratamento com antagonista seletivo do receptor Aza na proliferagao de
fibroblastos pulmonares in vitro. Foram utilizados os antagonistas ZM-241385 (10 e 30
uM) ou SCH-58261 (10 e 30 uM) e a anélise realizada 24 horas ap6s o estimulo com IL-13.
Valores indicam média + EPM de 4 animais. + p < 0,05 comparado ao grupo NE. # p <0,05

comparado aos respectivos grupos controles.
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Para melhor investigar este fendmeno, avaliamos o potencial efeito sinérgico entre IL-
13 e adenosina. Utilizamos, entdo, o protocolo de coestimulagdo dos fibroblastos com IL-13
(10 e 40 ng/mL) e adenosina (10, 30 e 100 uM). Vimos que a associagdo da maior
concentracdo da IL-13 com as trés concentracdes de adenosina testadas induziu um aumento
da resposta de proliferacdo celular, quando comparada ao efeito dos estimulos isoladamente
(Fig. 13A). O mesmo pode ser visto no caso da producdo de MCP-1, quando ambas as
concentragdes de IL-13 (10 e 40 ng/mL), em associacdo com adenosina (300 uM), induziram
resposta potenciada quando comparado ao efeito de cada estimulo isoladamente (Fig. 13A e
13B).

Seguindo o mesmo racional, foi realizado tratamento dos fibroblastos com
antagonistas de receptor Aza da adenosina ZM-241385 ¢ SCH-58261 (30 uM). Observamos
que o fendmeno de proliferacdo induzido pela coestimulacdo das células com IL-13 e
adenosina foi inibido por ambos os compostos (Fig. 14). Dando suporte a estes achados
indicativos do envolvimento do receptor Aza na resposta de estimulagdo por IL-13 e
adenosina, verificamos que a estimulagdo de fibroblastos pulmonares provenientes de animais
depletados para o gene codificante para o receptor Aza (A2a™") apresentou reducio no efeito
proliferativo induzido por ambas IL-13 e adenosina, em comparagao a resposta verificada no
caso dos fibroblastos dos animais selvagens (A2a"") (Fig. 15).

De forma adicional, avaliamos o efeito de inibidores de enzimas responsaveis pela
producdo de adenosina, as ectonucleotidases CD39 (ARL 67156) e CD73 (AMPCP). Vimos
que o tratamento com estes inibidores reduziu significativamente a resposta proliferativa
induzida pela IL-13, reforcando a hipdtese de que o efeito da IL-13 parece de fato depender

pelo menos parcialmente da produgao de adenosina (Fig. 16).
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Figura 13 —Efeito da co-estimula¢do de fibroblastos pulmonares controles com IL-
13 e adenosina (ADO) in vitro. As anélises de (A) proliferacdao e (B) producao de
MCP-1 foram realizadas 24 horas apds a estimulacdo. Barras brancas indicam
auséncia ou somente um estimulo. Barras pretas indicam co-estimulacdo (IL-13+ADO).
Valores indicam média + EPM de 3-4 animais. + p < 0,05 comparado ao grupo NE. * p <0,05

comparado ao respectivo grupo ADO. # p <0,05 comparado ao respectivo grupo IL-13.
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Figura 14 —Efeito do tratamento com antagonista seletivo do receptor Aza na proliferacdo de
fibroblastos pulmonares in vitro. Foram utilizados os antagonistas ZM-241385 (10 e 30
uM) ou SCH-58261 (10 e 30 uM) e a andlise realizada 24 horas apos os estimulos com IL-13,
adenosina (ADO) ou com co-estimulagdo de IL-13+ADO co-estimuladas. Valores indicam
média £ EPM de 4 animais. + p < 0,05 comparado ao grupo NE. # p <0,05 comparado aos

respectivos grupos controles.
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Figura 15 —Avaliacdo do efeito da dele¢do do gene codificante para o receptor Aza
na proliferacdo de miofibroblastos pulmonares in vitro. Anélise foi realizada 24
horas apos o estimulo com IL-13 e adenosina (ADQO). Valores indicam média + EPM
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Figura 16 —Efeito dos inibidores das enzimas CD 39 (ARL 67156) e CD 73
(AMPCP) na proliferacdao de fibroblastos pulmonares in vitro. A prolifera¢do foi
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animais. + p < 0,05 comparado ao grupo NE. * p <0,05 comparado ao grupo estimulado por

IL-13.
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4.5. Analise do efeito da delecio do gene para o receptor Azs no

desenvolvimento da silicose em camundongos

Tomando por base nossos achados in vitro indicativos do envolvimento da adenosina
(via receptor Aza) no processo de inducao de proliferagao de fibroblastos pulmonares, um
fendmeno crucial no contexto de respostas fibroticas, avaliamos a resposta silicotica em
camundongos que ndo expressam o gene codificante para o receptor Axa. Focando da fase
tardia do quadro silicotico (28 dias), observamos que os animais selvagens Balb-c (Axa™")
apresentaram claro aumento nos niveis de resisténcia das vias aéreas quando estimulados com
metacolina (Fig. 17A), de forma semelhante ao visualizado em camundongos Swiss-Webster.

" apresentaram resisténcia basal semelhante a4 do grupo A2A**

Os animais Aoa”
controle. No entanto, detectamos um aumento na resisténcia das vias aéreas nos animais Aza”
em comparacdo aos selvagens. Essa resposta demonstra uma maior reatividade dos animais
deficientes deste receptor em comparacdo aos selvagens, sugerindo o receptor Aa possa estar
participando na reatividade das vias aéreas a agentes broncoconstrictores, como por exemplo
a metacolina. Ao analisar a resposta dos animais Axa”" silicoticos, vimos que a resposta de
aumento de resisténcia foi comparavel a dos respectivos controles (Fig. 17A). No que se
refere a elastincia, verificamos que os animais Axa™" silicoticos apresentaram resposta
exacerbada, quando comparados aos controles. (Fig. 17B). Nenhuma alteragdo foi observada
nos niveis basais de elastincia pulmonar entre os camundongos Axa™" e os controles Axa™"
(Fig. 17B). Entretanto, na condi¢do da silicose, uma redu¢do significativa na elastincia foi
observada nos animais Axa”"em comparacdo com o grupo Axa™" (Fig. 17B).

A andlise morfologica revelou que camundongos Balb-c selvagens silicéticos
apresentaram marcada resposta fibrotica granulomatosa (Fig. 18B), quando comparados aos
controles instilados com salina (Fig. 18A). Observamos que os animais A»a™" instilados com
salina ndo apresentaram altera¢do na estrutura pulmonar (Fig. 18C) enquanto que os animais
Axa™" silicoticos mostraram redugdo parcial, porém significativa, da presenca de granulomas
no tecido pulmonar (Fig. 18D). A andlise morfométrica ratificou os achados
morfologicos(Fig. 18E).A analise complementar de fibras coldgenas, utilizando coloragdo
com Picrus sirius e sistema de microscopia com polarizagdo, revelou um marcado aumento no
conteudo de fibras colagenas (cor amarela e verde) colocalizadas na regido de granuloma no

pulmido dos animais Axa™"

silicoticos (Fig. 19B). Os controles (instilados com salina)
mostraram pequena quantidade basal de fibras coldgenas com principal destaque para a
membrana basal identificada ao redor de vasos e vias aéreas (Fig. 19A e 19C). Observamos

uma significativa atenuacdo na deposicio de fibras coldgenas nos animais Axa”silicoticos
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(Fig. 19D), quando comparada aquela detectada na condi¢cdo dos animaisAza ™" silicoticos (Fig

19B), refor¢ando nossos achados morfoldgicos obtidos em microscopia de campo claro.
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Figura 17 —Avaliagdo da funcdo pulmonar em camundongos deficientes para o receptor Aoa
em camundongos silicoticos (A2A™"). Animais selvagens foram utilizados como controles
(A2A™"). As analises foram realizadas 28 dias apds instilacdo de silica (13 mg). Foram
analisados os parametros de resisténcia (A) e elastancia (B) pulmonar. Os resultados foram
expressos como média £ E.P.M. de 7-10 animais por grupo. + p <0,05 comparado aos
respectivos controles instilados com salina. * p <0,05 comparado aos animais A2A""

silicoticos.
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Figura 18 - Avaliagdio morfologica e morfométrica do pulmdo de camundongos

silicoticos. Os pulmdes foram obtidos de animais A2A** (A, B) e A2A”" (C,D) instilados com
salina (50 pL) (A, C) ou silica (13 mg) (B, D). Andalise morfométrica de parénquima
pulmonar (E). As imagens sao representativas de 7-10 animais por grupo. Barra = 100 um. Br
= bronquiolos; *= granuloma. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 8-10

animais por grupo. *P<0,05 comparado aos animais A2A " silicéticos.

38



Figura 19 — Avaliagdo da deposicao de fibras coldgenas em cortes histologicos do pulmao de
camundongos silicoticos. Os pulmdes foram obtidos de animais A2A** (painéis superiores) e
A2A’" (painéis inferiores) instilados com salina (50 uL) (A e C) ou silica (13 mg) (B e D),
corados com Picrus Sirius e anélise em microscopia de luz polarizada. Imagens obtidas com

polarizador. As imagens sao representativas de 7-10 animais por grupo. Barra = 200 pm.

39



5. Discussao

A silicose ¢ uma doenga pulmonar de carater ocupacional causada pela inalacao de
poeira de silica cristalina, marcada por inflamacao persistente e fibrose, que se apresenta
como lesdes nodulares localizadas geralmente na regido de apice dos pulmdes. Embora a
silicose seja passivel de ser prevenida, mediante melhorias nos processos e nos ambientes de
trabalho, a doenga continua a ser um grave problema de saude publica, com elevado indice de
morbidade e mortalidade mundial (Terra Filho e Santos, 2006; Dang et al., 2013).

Disfungoes fibroticas pulmonares sdo conhecidas desde a Antiguidade, e relatos mais
recentes indicam um aumento na incidéncia destas doencas ao longo do tempo. A fibrose ¢
um processo caracterizado, patologicamente, por actmulo excessivo de MEC e
remodelamento da arquitetura tecidual, caracterizada por achados clinicos, fisiologicos e
radiograficos reconheciveis (Wynn, 2007). De forma geral resulta em disfuncdo de tecidos e
orgdos, comprometimento sistémico € incapacitagdo persistente que em estagios avangados
leva ao obito (Lopes et al., 2012; Stansbury et al., 2013). Os achados patologicos da fibrose
pulmonar sdo consequéncia de distirbios em dois processos fisiologicamente equilibrados:
proliferacdo e apoptose de fibroblastos, e acimulo e degrada¢do da MEC. Quando hé o
direcionamento deste processo para aumento da populagdo de fibroblastos, seja induzindo a
prolifera¢do ou reduzindo a apoptose, e aumento da MEC, pelo aumento da sintese eu reducao
da degradagdo, vemos o desenvolvimento da fibrose tecidual (Barron e Wynn, 2011; Xu et al.,
2012).

Apesar do extenso corpo de literatura cientifica que se acumulou nos ltimos anos, nao
existe ainda um tratamento efetivo para doencas fibroticas. Portanto, a busca pela
compreensdo acerca dos mecanismos determinantes da fibrose se faz fundamental no sentido
de favorecer a identificacdo de alvos importantes, que no futuro possam permitir o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para aplicagdo em doengas fibrotica.

A instilagdo intranasal de particulas de silica em camundongo induziu alteragdes da
fun¢@o pulmonar incluindo aumento de resisténcia das vias aéreas e da elastancia pulmonar,
conforme demonstrado em um trabalho anterior publicado por nosso grupo com o modelo
experimental de silicose que reproduz caracteristicas da doenga humana (Ferreira et al.,
2013).. A aerossolizagdo de agente broncconstrictores, como o agonista colinérgico
metacolina, induziu exacerbagdo das respostas de resisténcia e elastdncia configurando um
quadro de hiper-reatividade pulmonar. Relatos prévios indicam da existéncia do fendmeno de
hiper-reatividade pulmonar em pacientes portadores de antracosilicose (Groetenbriel et al.,

1968). Em paralelo podem ser observadas alteragdes morfoldgicas que se caracterizam por
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edema e infiltrado leucocitario, com predominio de neutréfilos e macrofagos. Area de fibrose
com formagdo de granulomas pode ser detectada, com estes apresentando aspecto mais
frouxo, e com bordos pouco definidos. Com a progressio da doenca, na fase tardia
verificamos a presenca de inflamagao e uma extensa area de fibrose no parénquima pulmonar.
Evidenciamos um maior numero de granulomas, com bordos definidos e coalescentes entre si.

O presente trabalho foi desenvolvido com o proposito de investigar o papel do
nucelosideo adenosina na resposta fibrotica da silicose experimental. A adenosina ¢ derivada
do catabolismo da molécula de ATP ou ADP, com a sintese associada as enzimas CD39 e
CD73 e sua degradagao ¢ dependente da atividade da ADA (Chan et al., 2006; Fredholm,
2007). O aumento da adenosina tecidual estd relacionado a alteragdo de enzimas envolvidas
no equilibrio da adenosina intra e extracelular, como o aumento na expressao de CD73 e
CD39 e reducao da ADA. Verificamos o aumento na expressao das enzimas CD39 e CD73 no
pulmao dos animais silicoticos, quando comparados aos controles, fendmeno que poderia
contribuir para o acimulo de adenosina no pulmao silicotico. Zhou et al. (2010) detectaram,
em amostras do pulmdo de individuos diagnosticados com DPOC e fibrose idiopatica
pulmonar grave, um aumento na expressao e na atividade da CD73 e redu¢do da atividade da
ADA, alteragcdes estas que de forma conjunta resultam no aciimulo de adenosina no
parénquima pulmonar e consequente ativagao dos receptores A1, Aoa, Aog € Az. Temos como
perspectiva futura avaliar o conteudo de adenosina no tecido pulmonar, como forma obter
evidéncias que contribuam para esclarecer o envolvimento da adenosina na silicose.
Verificamos a expressdo aumentada do receptor Az e diminui¢do do Aza, na fase inicial,
enquanto que houve aumento na expressao do receptor Ai e diminuicdo do Axa na fase tardia
da silicose. O receptor A3 se mostrou inalterado nos tempos analisados. Considerado como
receptor de baixa afinidade para a adenosina, por algum tempo o Azg foi tido como de menor
relevancia fisiolégica que o Aza, de alta afinidade para adenosina. Mais recentemente
evidéncias mostram que a expressdao do receptor Arg tem se mostrado aumentada em
situagdes de inflamacao por hipoxia, em paralelo a elevacao dos niveis adenosina extracelular
(Chunn et al., 2006; Zhou et al., 2009). O receptor Azg favorece a inflamacao em diferentes
tecidos, onde estimula a secrecdo de mediadores inflamatdrios, como a IL-6, e angiogénicos,
como o VEGF. A presen¢a de um local para ligacdo de HIF-1a na regido promotora do gene
do receptor Azp reforga sua implicagdo em situagdes de hipoxia e angiogénese (Sitaraman et
al., 2001; Zhong et al., 2005; Ryzhov et al., 2008). Ao contrario, a adenosina pode atuar
inibindo algumas vias inflamatorias através da sua ligacdo ao receptor Aza que atua, através
do aumento nos niveis de AMPc, diminuindo a ativagao leucécitos e células endoteliais, a

expressao de moléculas de adesao e producdo de mediadores pro-inflamatdrios como espécies
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reativas de oxigénio e TNF-a dentre outros (Rogachev, et al.,2006; Welihinda e Amento,
2014; Caizzo et al., 2016). Estes achados nos permitem especular que o aumento na expressao
do receptor Ao (préfinflamatorio) e redugdo no Aza (anti-inflamatério), na fase inicial da
silicose, estariam contribuindo para a montagem da resposta inflamatoria e consequente
defesa do organismo sobre a agdo lesiva das particulas de silica. O aumento na expressao do
receptor Al, na fase tardia, poderia ser explicado por suas propriedades profibréticas(Kalk et

al., 2007).

A A A A 4 A 4 4 A 4 A 4 & A4

Inflamacdo Fibrose/Cicatrizagdo Inflamacao
Ativacio de Neutrofilos Fibroblastos Aumenta produgdo de IL-6
Ativagdo de Macrofagos Producdo de matriz extracelular Reduz inflamag¢éo vascular

Diferenciagéo e polarizagdo Macrc')fagos Aumenta producdo de
Linfbcitos histamina
Citocinas pro-fibréticas
Células NK
(IL-13)

Formacao de células gigantc

Figura 20 — Esquema do envolvimento dos receptores A2a € Az na modulagdo de respostas
pro-fibréticas. Adaptado de Cronstein (2011).

Na literatura foi descrito que a adenosina ¢ capaz de induzir a produgdo da citocina IL-
13, em camundongos nocautes para a enzima ADA (Chunn et al., 2006). Camundongos
transgénicos para IL-13 apresentaram resposta fibrogénica importante em diversos 0rgaos,
incluindo o pulmao. Este fendmeno se mostrou associado a niveis elevados de adenosina e
reducdo da atividade da ADA(Blackburn et al., 2003).A administracdio de ADA exdgena
reverteu este fenotipo fibrdtico, indicando que a adenosina e a sinalizagdo de adenosina
podem contribuir para as respostas teciduais produzidas pela IL-13 (Chunn et al., 2005). Além

disso, evidéncias existem indicando que a IL-13 e a adenosina sdo capazes de estimular uma a
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outra, em uma via de amplificagdo que pode contribuir para a severidade, progressao e/ou
cronicidade dos efeitos desencadeados pela IL-13.

Demonstramos previamente, de forma original, que a IL-13 se encontra em niveis
elevados no pulmao de camundongos silicéticos, de maneira compativel com a progressao da
doenga. O tratamento com a imunotoxina IL-13PE reduziu o comprometimento da fungao
pulmonar e o componente fibrotico da silicose murina, implicando a IL-13 no contexto da
silicose (Ferreira et al. 2013). Este achado foi bastante relevante, uma vez que apesar de
serem descritos varios fatores com atividade profibrotica, a IL-13 aparece como fator presente
em diferentes condig¢des fisiopatologicas, atuando por meio da ativacao direta de fibroblastos
pulmonares (Jakubzick et al., 2003a, Jakubzick et al., 2003b).

Como etapa seguinte, partimos para avaliar/caracterizar a atividade estimulatoria da
IL-13 ¢ da adenosina na ativacdo de fibroblastos em sistema de cultura de células. Nossos
resultados mostraram que fibroblastos provenientes do pulmio de camundongos controles
foram sensiveis ao estimulo com IL-13 e com adenosina, conforme atestado pela resposta de
proliferacdo e producdo de MCP-1. Poucos sdo os trabalhos que relatam o estimulo com
adenosina em fibroblastos. De forma geral, os autores utilizam agonistas seletivos e seus
efeitos nos receptores da adenosina. Dados da literatura mostraram que o estimulo com
NECA (agonista ndo seletivo para os receptores de adenosina) promoveu a diferenciagdo de
fibroblastos em miofibroblastos, de forma dependente da producdo de IL-6 (Zhong et al.,
2005). De forma adicional, utilizamos sistema de cultura de células tridimensional, como uma
estratégia para mimetizar a maior complexidade verificada na condigdo tecidual. Através de
microscopia de luz invertida, observamos que os fibroblastos de camundongos controles, na
presenca como na auséncia de IL-13, foram capazes de formar esferdides ja no dia 1 de
cultura, com tamanho/didmetro maior do que aquele verificado nos demais tempos de analise.
Este fendmeno poderia ser explicado pelo mecanismo implicado no processo conformacional
da esfera. Vimos que os esferdides de células estimuladas com IL-13 se mostraram maiores
do que aqueles com cé¢lulas ndo estimuladas (48 e 72 horas), o que poderia ser indicativo do
efeito indutor de proliferagcdo pela IL-13 descrito anteriormente por nosso grupo (Guimaraes,
2012). A redugdo do didmetro verificada ao longo da cinética poderia ser atribuido a um
possivel processo de morte celular no interior dos esferdides (Vaheri et al., 2009). Um
marcado aumento nos niveis de MCP-1 foi detectado em todos os tempos de analise. Na
condicdo de estimulagdo com adenosina, vimos que sua ac¢ao sobre o didmetro dos esferoides
se fez presente somente em 24h, enquanto que a producdo de MCP-1 ocorreu de forma
discreta, quando comparada aquela da IL-13, porém este efeito esteve presente em todos os

tempos analisados. Estes dados ndo sdo conclusivos e precisam ser melhor trabalhados. A
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complexidade do sistema trodimensional e a meia vida curta da adenosina (segundos) sdo
fatores que precisam ser considerados e podem responder, pelo menos em parte, pelos dados
inconclusivos (Marquardt et al., 1984; Godoy et al., 2013). Mais ensaios se fazem necessarios
para esclarecer o efeito da adenosina sobre esferoides.

Retomando o sistema de cultura bidimensional, investigamos quais os receptores da
adenosina estariam envolvidos no efeito da ativacdo de fibroblastos pela adenosina. Foram
utilizados antagonistas seletivos para os quatro subtipos de receptores A; (DPCPx), Aza (ZM-
241385), A (MRS-1754) e A3(MRS-1523). A resposta de proliferacao dos fibroblastos
desencadeada pela adenosina foi sensivel somente ao antagonista do receptor Aza. Achados
similares foram obtidos quando da estimulagdo com a IL-13, sugerindo que a adenosina
pudesse mediar o efeito de ativagdo da IL-13 sobre fibroblastos. Este resultados confirmam
dados prévios indicativos da participagdo do receptor Aza em processo fibroticos (Shaik et al.,
2016). Na tentativa de mimetizar o efeito da adenosina no receptor A>a para indugdo de
proliferacdo, foi realizada incubagdo dos fibroblastos com o agonista de Axa, CGS-21680. O
composto ndo apresentou qualquer atividade. Estes dados vao de encontro aqueles observados
no caso de fibroblastos dérmicos de humanos, que responderam proliferando quando da
estimulacdo com CGS-21680 (Perez-Aso et al., 2014). A diferenca de espécie (humana e
murina), origem das células (derme e pulmao), bem como o método de andlise (MTT e
incorporagdo de timidina) podem justificar a discrepancia entre os resultados encontrados.

Considerando as evidéncias de que IL-13 e adenosina podem se regular mutuamente,
investigamos o efeito da coestimulagdo de fibroblastos com IL-13 e adenosina. Vimos que a
proliferag¢do e a produgdao de MCP-1 se mostraram potenciadas na condi¢do da coestimulacao
com IL-13 e adenosina, quando comparadas a intensidade de resposta induzida por cada
mediador isoladamente. Assim como descrito anteriormente para IL-13 e adenosina, o efeito
da coestimulagdo foi também sensivel somente ao tratamento com antagonistas seletivos do
receptor A2a, ZM-241385 e SCH-58261. Corroborando estes achados, fibroblastos
pulmonares provenientes de camundongos deficientes do gene codificante para o receptor Aza
mostraram-se refratarios a estimulacdo com IL-13. O tratamento com os inibidores das
enzimas CD39 e CD73, responsaveis pela formacdo da adenosina extracelular, inibiu a
proliferagdao de fibroblastos induzida pela IL-13. Em conjunto, estes achados mostram, de
forma inédita, que a adenosina através de seu receptor Aza estd implicada nas respostas de
proliferagdo e ativacao dos fibroblastos pulmonares estimulados por IL-13.

De forma a obtermos evidéncias de que tal mecanismo poderia ser igualmente
aplicado a condicao da silicose, camundongos deficientes do gene codificante para o receptor

Aoa foram instilados com particulas de silica. Com énfase na fase tardia (28 dias),
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observamos que os camundongos nocautes para Axa (A2a”") apresentaram niveis basais de
resisténcia das vias aéreas mais elevados em comparacio aos animais selvagens (A2a™"). Os
niveis basais de elastdncia se mostraram inalterados quando comparados os grupos de animais
Aa™ e Asa"".Os animais Axa"" silicoticos apresentaram niveis basais de elastincia
aumentados, em comparacdo aos controles, sendo verificada reducdo no caso dos Axa™
silicoticos. A resposta de hiper-reatividade pulmonar também se mostrou reduzida nos
animais Asa”" silicoticos. De forma coerente, as alteragdes morfolégicas no parénquima
pulmonar - resposta de fibrose granulomatosa - se mostrou significativamente reduzida no
pulmio dos animais Aaa”silicoticos. De forma similar, a deposi¢do de fibras coldgenas
visualizadas através microscopia de luz polarizada, estava claramente diminuida nos animais
Axa™". Estes achados, em conjunto, ddo suporte a proposi¢io de que a adenosina desempenha
um papel profibrético na silicose experimental e que este efeito parece depender pelo menos

parcialmente de sua agdo no receptor Aza.
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6. Conclusao

Nossos resultados demonstram que:

A instilagdo intranasal de silica em camundongos induziu comprometimento da
mecanica respiratoria com aumento de resisténcia das vias aéreas e elastancia
pulmonar, resposta exacerbada quando da aerossolizagdo de metacolina indicando
condi¢do de hiper-reatividade pulmonar. A analise histologica revelou presenca de
infiltrado inflamatério e fibrose granulomatosa de forma mais acentuada na fase
tardia da silicose;

A expressdo das enzimas CD39 e CD73 se mostrou aumentada no pulmao dos
animais silicdticos. Verificamos também alteracdo na expressao dos receptores de
adenosina no pulmao silicético, com aumento de Az e A, e redugdo do Aza, sem
modificagdo do As;

Os fibroblastos pulmonares responderam a estimulacdo com adenosina e IL-13
(proliferacdo e produg¢do de MCP-1), quando utilizadas de forma isolada ou
concomitante, indicando que ambos mediadores atuariam em conjunto na resposta
fibrotica. Em ambas as condigdes, o antagonismo seletivo do receptor Aza inibiu a
ativagdo dos fibroblastos pulmonares indicando ter um papel profibrotico para o
receptor Aza nestas condi¢des experimentais;

Os camundongos deficientes na expressao do receptor Ara da adenosina quando
estimulados com silica apresentaram diminui¢do do comprometimento pulmonar e

fibrose, quandocomparados aos animais selvagens silicoticos.

Tomados em conjunto, nossos achados indicam, de forma original, que a adenosina

parece contribuir para a resposta fibrotica na silicose, atuando de forma dependente da

ativacdo de fibroblastos e por um mecanismo associado ao receptor Axa. Também sugerem

que antagonistas do receptor Axa podem representar uma alternativa terapéutica para

aplicacdo em doengas pulmonares de carater fibrotico como a silicose.
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