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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Thiago José Figueira Ramos

A silicose é uma doenca ocupacional causada pela inalacdo de silica em sua forma livre e cristalina. A
inflamagdo e fibrose pulmonar constituem as principais caracteristicas da patologia, que envolve uma variedade
de mediadores inflamatérios, como 0 TNF-a, um mediador de agdes amplas e que exerce seus efeitos em um
grande nimero de tipos celulares. LASSBio0-468 é um anélogo da talidomida j& descrito como capaz de modular
a producéo de TNF-a e inibir o choque endotoxico e artrite reumatdide em modelos animais. Neste estudo, nds
investigamos o potencial efeito do LASSBi0-468 em modelo de silicose experimental em camundongos.
Animais Swiss-webster machos (18 — 20g) foram instilados intranasalmente com uma suspensdo de silica (10
mg/50 pL) e veiculo (salina). O tratamento consistiu na administracdo por via oral de LASSBi0-468 (12,5 — 100
mg/kg) e talidomida (50 mg/Kg) durante 7 dias consecutivos, do vigésimo primeiro ao vigésimo oitavo dia ap6s
a instilacdo de silica. Foram analisadas a funcdo pulmonar (resisténcia e elastancia) e hiperreatividade das vias
aéreas a aerolizagcdo de metacolina (3 — 27 mg/mL), através de pletismdgrafo invasivo de corpo inteiro
(Finepoint, Buxco System), além de analises morfoldgicas e morfométricas do tecido pulmonar. A produgdo de
colageno tecidual foi acessada pelo método de sircol, enquanto que a quantificagdo de citocinas/quimiocinas foi
realizada pelo ensaio de ELISA. A técnica de imunohistoquimica permitiu a identificagdo da populacdo de
miofibroblastos no pulmao. Através de uma digestdo mecénica e enzimética do tecido pulmonar, obtivemos uma
cultura priméria de miofibroblastos que, assim como macrdfagos alveolares AMJ2C11 e células epiteliais A549,
foram pré-tratados com diferentes concentragbes de LASSBi0-468 e talidomida, estimulados com IL-13 ou silica
e avaliados quanto a proliferacdo celular, viabilidade e produgdo de mediadores inflamatorios in vitro.
Demonstramos que animais silicoticos apresentaram niveis basais elevados de resisténcia pulmonar e elastancia,
bem como hiperreatividade frente a aerolizagdo de metacolina. Resposta inflamatoria tecidual, extensiva
deposigdo de colageno, formacao de granuloma e produgdo de quimiocinas (KC and MCP-1) e citocinas (TNF-
aand TGF-B) também foram detectadas em pulmdes de animais silicéticos, assim como o aumento do ndmero de
miofibroblastos no tecido. O tratamento com LASSBi0-468 reduziu o comprometimento da funcdo pulmonar e
hiperreatividade, formagdo de granulomas, expressdo de miofibroblastos e deposi¢do de colageno no tecido
pulmonar de animais doentes. Miofibroblastos oriundos de animais silicticos apresentaram basal de proliferagdo
superior, sendo responsivos também ao estimulo mitogénico da IL-13, que foi atenuado frente ao pré-tratamento
com LASSBI0-468. A estimulacdo de macrdfagos alveolares e células epiteliais com silica promoveu a liberacao
de TNF-a e IL-8, respectivamente, sendo o LASSBIi0-468 capaz de inibir de forma significativa esta producéo.
Em conjunto, nossos resultados mostraram que o tratamento com LASSBi0-468 foi capaz de reduzir de forma
curativa o comprometimento da fungdo pulmonar e resposta granulomatosa, através de acdes sobre células
especificas, indicando que o composto em questdo parece constituir uma promissora ferramenta para o
tratamento de doencas pulmonares fibroticas cronicas como a silicose.

Palavras chave: Silicose, fibrose, TNF-a, terapia, LASSBio-468.
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EFFECT OF PHTALIMIDIC COMPOUND LASSBIO-468 ON PULMONARY FIBROSIS INDUCED
BY SILICA IN MICE.

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Thiago José Figueira Ramos

Silicosis, one of the oldest occupational diseases in the world, is a consequence of long-term exposure to inhaled
dust containing silica in its free and crystalline form. Lung interstitial inflammation and fibrosis are the main
features of the disease, involving a wide range of chemical mediators such as TNF-a. This is a pleiotropic
molecule which exerts its effects on many cell types. LASSBi0-468 is a thalidomide analogue which modulates
TNF-a production and inhibits endotoxic shock and arthritis in animal models. In this study we investigated the
effect of LASSBIi0-468 on experimental silicosis in mice. Anesthetized male Swiss-Webster mice (18-20g)
received intranasal (i.n.) instillation of silica (10 mg/50 pL) and vehicle (saline). Treatment consisted of oral
administration of the LASSBi0-468 (12,5 - 100 mg/kg) and thalidomide (50 mg/Kg) during 7 consecutive days,
from day 21 to 28 post-silica. The analyses included lung function (resistance and elastance) and airways
hyperreactivity to aerosolized metacholine (3 -27 mg/mL) measured by whole body invasive plestimography
(Finepoint, Buxco System). Morphological and morphometrical analyses included classical dyes such as
Hematoxylin-Eosin and Picrus-Sirius. Collagen content and cytokine/chemokine generation were quantified by
Sircol technique and ELISA, respectively. Immunohistochemistry was employed to identify the lung
myofibroblastic population. Primary murine myofibroblasts cells were obtained after a mechanical and
enzymatic digestion of the lung from saline and silicotic mice. Myofibroblasts, AMJ2C11 alveolar macrophages
and A549 epithelial cells were pre-treated with LASSBi0-468 and Thalidomide, stimulated with IL-13 or silica
and evaluated thought proliferation, viability and production of inflammatory mediators in vitro. We showed that
silicotic mice exhibited increased basal levels of lung resistance and elastance as well as airways hyperreactivity
to methacholineaerosolization. Tissue inflammatory response, extensive collagen deposition, granuloma
formation and chemokine (KC and MCP-1)/cytokine (TNF-o and TGF-B) generation were also detected in the
silicotic lungs, as well as an increasing of myofibroblasts expression in the lung. Administration of LASSBio-
468 into silicotic mice reduced the decline lung function and airways hyperreactivity, myofibroblasts numbers,
tissue collagen deposition and granulomatous area. The generation of cytokines and chemokines was also
suppressed by the drug. The primary lung myofibroblasts obtained from silicotic mice showed a superior basal
proliferation and IL-13, a pro-fibrotic cytokine, stimulated the (*H) incorporation in vitro, which was diminished
by the treatment with LASSBIi0-468. Stimulation of alveolar macrophages and epithelial cells by silica in vitro
increased the release of TNF-a and IL-8, respectively, and LASSBio-468 was able to reduce these inflammatory
mediators production. The compound modulated key cells functions without decline in cell death. Altogether our
findings show that the treatment of silicotic mice with LASSBIi0-468 reduced curatively the decline in lung
function and granulomatous response, throught actions on myofibroblasts, macrophages and epithelial cells,
indicating that this compound constitutes a promising tool for the treatment of chronic fibrotic pulmonary
diseases such as silicosis.

Keywords: Silicosis, fibrosis, TNF-a, therapy, LASSBio-468.
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1. Introducéo

1.1 Sistema respiratério — Estrutura e Funcéo

O sistema respiratério € composto pelos pulmdes, vias aéreas condutoras, as
partes do sistema nervoso central envolvidas no controle dos musculos respiratérios e a
parede toracica que, por sua vez, compreende 0s musculos respiratrios e a caixa
torécica (1).

A porcdo condutora consiste na cavidade nasal, nasofaringe, laringe e traquéia
que, ao ramificar-se origina dois brénquios conhecidos como brénquios primarios.
Estes Gltimos se interiorizam para 0s pulmdes e dao origem aos bronquiolos lobares.
Apos divisdes, estes formam estruturas cada vez menores dando origem aos bronquiolos
terminais que, ao proximo nivel, compdem os bronquiolos respiratorios integrando a
porc¢éo respiratdria constituida por ductos alveolares, sacos alveolares e alvéolos (2).

O pulméo € o orgdo responsavel pela troca entre o0 oxigénio, necessario para a
geracdo de energia nas células, e o dioxido de carbono, subproduto do metabolismo
aerobico. O ar contendo oxigénio € inspirado para o interior dos pulmdes pelas vias
aéreas condutoras. A forca necessaria para fazer com que o ar flua é gerada pelos
musculos respiratorios, 0s quais atuam sob comandos iniciados pelo sistema nervoso
central (3). Ao mesmo tempo, 0 sangue venoso que retorna dos varios tecidos do corpo
¢ bombeado para os pulmdes pelo ventriculo direito do coracdo. O sangue venoso
possui uma alta concentracdo de dioxido de carbono e uma baixa concentracdo de
oxigénio. Nos capilares pulmonares, o diéxido de carbono é trocado pelo oxigénio. O
sangue que deixa os pulmdes possuindo alta concentracdo de oxigénio e uma
concentracdo relativamente baixa de dioxido de carbono é distribuido aos tecidos do
corpo. Durante a expiracdo, 0 gas com uma alta concentracdo de didxido de carbono é
expelido do corpo (3). Cada respiracdo leva para o interior dos pulmdes uma pequena
amostra do ambiente atmosférico local, que pode incluir microorganismos como
bactérias, gases toxicos, fumaca, outros poluentes, além de poeira, particulas de silica

ou asbesto (1).



1.1.1 Mecanica da Respiracdo

O ar move-se de uma regido de maior pressdo para uma de menor press&o.
Consequentemente, para que o ar se mova de dentro ou pra fora dos pulmdes, deve ser
estabelecida uma diferenga de pressdo entre a atmosfera e os alvéolos. Assim que
estabelecido um gradiente de pressdo entre a atmosfera e os alvéolos suficiente pra
superar a resisténcia do fluxo aéreo oferecida pelas vias aéreas de conducgdo, o ar flui
para o interior dos pulmdes (1).

Inicialmente, a pressdo alveolar € igual a pressdo atmosférica e,
consequentemente, ndo ocorre fluxo de ar para o interior dos pulmdes. A contracdo dos
musculos inspiratorios faz a pressao intrapleural se tornar mais negativa na propor¢do
que os pulmdes sdo tracionados abertos e os alvéolos distendidos. Quando os alvéolos
sdo distendidos, a pressdao em seu interior cai em relacdo a pressdo atmosferica e o ar
flui para o interior dos alvéolos, a pressédo alveolar retorna a condicéo original e o fluxo
aereo para o interior dos pulmdes cessa. O esforco inspiratorio cessa e 0s musculos
inspiratorios se relaxam. A pressdo intrapleural torna-se menos negativa, permitindo
que a retracdo elastica das paredes alveolares comprima o gas alveolar. Isso eleva a
pressdo alveolar em relacdo a pressdo atmosférica, o que faz o ar fluir para fora dos
pulmdes até que seja restaurada a pressao alveolar original. Neste ponto, o fluxo aéreo
cessa até o proximo esforco inspiratorio (1).

A expiracdo € passiva durante a respiragdo normal e nenhum mauasculo
respiratorio contrai-se. Quando os musculos inspiratorios relaxam, a retracdo elastica
aumentada dos alvéolos distendidos é suficiente para reduzir o volume alveolar e
aumentar a pressdo alveolar em relacdo a pressdo atmosférica (1).

A expiracdo ativa ocorre durante o exercicio, a fala, a fase expiratoria da tosse e
do espirro e em estados de patologias pulmonares. Desta forma, a condicédo fisioldgica
do pulméo implica diretamente na funcdo pulmonar de um individuo. Esta condicédo
fisiologica pode ser avaliada por dois diferentes parametros: a resisténcia das vias aéreas

e a elastancia tecidual (2).

1.1.1.1Resisténcia das vias aéreas

Dentre os fatores a serem superados para a movimentacdo do ar durante a

inspiracdo e expiracdo, € possivel destacar a inércia do sistema respiratorio, a resisténcia
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de atrito dos tecidos do pulmdo e da parede torécica e a resisténcia de atrito das vias
aereas ao fluxo de ar. A resisténcia das vias aéreas € o principal componente da
resisténcia total do tecido pulmonar, sendo definida pela diferenca de pressdo entre os
alvéolos e a entrada de ar, dividida pelo fluxo aéreo. A resisténcia também sofre
influéncia do tamanho da via aérea, da frequéncia respiratéria e do volume pulmonar
(2). O fato do sistema de vias aéreas ser ramificado, expansivel, compressivel e que se
estreita progressivamente contribui para a complexidade do acesso a esta medida (1).
Em patologias de carater inflamatorio e fibrético, a presenca de regibes fibrosas
no tecido pulmonar leva a uma reducdo do calibre das vias aéreas, culminando num

aumento dos niveis de resisténcia pulmonar (1).

1.1.1.2 Elastancia tecidual

A elastancia é o inverso da complacéncia, segundo 0s conceitos de mecanica
respiratoria, e corresponde a tendéncia de um objeto a se opor a um estresse ou
distorcdo, assim como sua habilidade de retorno ao estagio original apos a retirada da
forca que antes atuava (4). Em outras palavras, este conceito avalia a distensibilidade do
tecido pulmonar bem como a dificuldade de acomodacao dos volumes de ar pelo 6rgédo
(5).

Algumas situacdes podem conduzir ao aumento da elastancia tecidual como o
edema alveolar, a ventilagdo insuficiente durante um longo periodo de tempo, o
aumento da pressdo venosa pulmonar e a fibrose pulmonar (2, 6). Em pacientes
portadores de fibrose pulmonar, os pulmdes apresentam menor capacidade de distensao

e esta alteracdo pode ser claramente correlacionada ao nivel de fibrose tissular associada

(7).

1.1.1.3 Hiper-reatividade

Em condi¢cdes normais, a reatividade, a habilidade reversivel de alterar o
tamanho das vias aéreas frente a um dado estimulo, € um componente essencial da
homeostasia (8). A hiper-reatividade é uma caracteristica comum a algumas doencas
inflamatorias pulmonares e é definida como uma resposta exagerada de contracdo da
musculatura lisa das vias aéreas a agentes diversos, como a estimulos nao-especificos,

agentes broncoconstritores e ao frio.



Dois tipos de estimulos indutores da contracdo das vias aereas sdo Uteis na
avaliacdo deste tipo de resposta: os que atuam de forma indireta, como aqueles capazes
de provocar a liberacdo de histamina por mastécitos e assim induzir uma agéo contrétil
da musculatura das vias aéreas, e aqueles que atuam de forma direta, como 0s agonistas
colinérgicos que atuam nos receptores muscarinicos (9).

A fibrose tecidual é um dos fatores ja descritos como contribuintes para o
desenvolvimento de uma resposta de hiper-reatividade do tecido pulmonar (10).
Geralmente, a evolucdo do quadro patolégico provoca um aumento da hiper-reatividade
das vias aéreas e a participacdo de certos mediadores inflamatorios parece estar

intimamente relacionada com o inicio e manutencao deste processo (8).

1.2 Disfuncdes pulmonares

Um individuo inspira, diariamente, um grande volume de oxigénio para 0s
pulmdes fazendo com que o ar entre em contato com uma extensa area do que pode ser
0 tecido mais delicado do corpo. Esse ar inspirado pode conter poeira, polen, esporos,
cinzas, microorganismos e outros materiais toxicos (1).

Desta forma, alguns mecanismos protegem os pulmdes, como a filtracdo e
remocdo de particulas inspiradas. O trato respiratorio possui um sistema elaborado de
filtracdo do ar inspirado e remocdo de matérias particuladas das vias aéreas. Particulas
inaladas podem depositar-se no trato respiratdério como consequéncia do impacto, da
sedimentacdo, do movimento browniano e de outros mecanismos importantes. Estes
materiais que chegam as vias aéreas e superam 0s mecanismos de defesa, especialmente
0 aprisionamento no muco e 0s movimentos ciliares, podem induzir o desenvolvimento
de patologias (2).

As doencas pulmonares sdo didaticamente classificadas em dois principais tipos:
obstrutivas e restritivas. No primeiro caso, observa-se um aumento na resisténcia ao
fluxo de ar que resulta em obstrucdo parcial ou substancial em diferentes niveis da
arvore brénquica, como na asma (11). No caso das restritivas, foi observada reducéo da
expansdo do parénquima pulmonar e queda da funcionalidade do 6rgao. De forma geral,
grande parte destas patologias encontra-se associada ao processo de remodelamento
tissular incluindo-se como principal exemplo as pneumoconioses. Atualmente, este
termo inclui doencas induzidas por particulas organicas e inorganicas bem como por

fumos e vapores quimicos, porém, originalmente, foi cunhado para descrever uma



reacdo pulmonar ndo-neoplasica a inalacdo de poeiras minerais encontradas no ambiente
de trabalho (12).

1.2.1 Silica

A silica ou dioxido de silicio € um composto natural formado por dois dos
elementos quimicos mais abundantes na crosta terrestre: o oxigénio e o silicio. E
encontrada na natureza nas formas amorfa e cristalina, que quando combinadas com
metais e 6xidos ddo origem a silicatos como o talco, feldspato, caulim e mica (13).

A silica cristalina que se encontra na areia e em diversas rochas, como o arenito,
0 granito e o siliex, apresenta variado polimorfismo e é caracterizada por apresentar
uma estrutura de padrdo regular. A forma mais comum, e que corresponde a cerca de
12% da crosta terrestre, € o quartzo. A forma amorfa, apesar de ndo inerte, € menos
toxica do que a silica cristalina (14). A diferenca entre as injurias causadas pela silica
amorfa e silica cristalina provavelmente estd associada a propriedades fisicas
divergentes entre as duas formas (15).

As aplicacdes da silica no comércio e industria sdo variadas, sendo utilizada
como componente de semicondutores, aplicada como material basico na construcéo,
industrias de vidros, ceramicas e refratarios (14). A silica em sua forma amorfa também
possui fins econdmicos, sendo utilizada como dessecante e adsorvente (14).

As particulas de poeira inaladas depositam-se em varios locais do sistema
respiratorio dependendo do tamanho, forma, massa, caracteristicas aerodinamicas e
outras propriedades fisicas. O diametro aerodindmico determina onde as particulas
inaladas se depositardo no pulméo. Particulas maiores do que 15 um ficam retidas na
regidao nasal. As intermediarias, entre 5 a 10 um depositam-se nos brénquios e
bronquiolos, sendo removidas através do mecanismo mucociliar. Por sua vez, as
particulas menores penetram nos bronquiolos terminais e alvéolos, sendo parcialmente
removidas pelos macréfagos alveolares. No pulmdo humano verificou-se que as
particulas de silica retidas tém didmetros que variam entre 0,5 a 0,7 um. O
desenvolvimento da silicose depende justamente da quantidade de particulas retidas no
pulmdo e nas vias aéreas, do tamanho, formato e do poder de flutuacdo das particulas e

da reatividade fisico-quimica (13, 14).



1.3 Silicose

A silicose é uma doenca crénica, de carater tipicamente ocupacional, que resulta
da exposicdo prolongada a poeira inalada que contenha particulas de diéxido de silicio
ou silica, sob a forma livre e cristalina (13). Esta patologia apresenta em geral uma
evolucdo bastante lenta, progressiva e irreversivel, levando a insuficiéncia respiratoria
(16). Em humanos caracteriza-se por nodulos fibroticos causados por uma inflamacao
persistente no tecido pulmonar que leva a proliferacdo de fibroblastos e acumulo
exagerado de colageno (12). E considerada, por muitos como a mais grave das
pneumopatias ocupacionais, sendo descrita desde a Antiguidade, tendo sido ja no
periodo do Renascimento adotadas as primeiras medidas preventivas, como o0 uso de
mascaras (17).

Na Unido Européia, a particula de silica foi considerada o terceiro maior agente
cancerigeno para trabalhadores, atras apenas da radiacdo solar e da exposicao ao tabaco.
Ainda na Europa, estima-se que cerca de 3,2 milhdes de trabalhadores estdo submetidos
a ambientes de trabalho que contenham silica passivel de ser inalada (18). Nos Estados
Unidos, cerca de 2 milhdes de trabalhadores estdo potencialmente expostos a silica (19).

No Brasil, estimativas apontam para cerca de 6 milhdes de trabalhadores sujeitos
aos efeitos nocivos da silica como consequéncia das inimeras atividades extrativistas e
industriais (13). Os trabalhos sobre a doenca realizados no pais, até o momento,
evidenciam variacdes na prevaléncia de silicose entre os individuos que integravam os
respectivos estudos, com destaque para o registro de frequéncia de cerca de 40% em
cavadores de poco no Ceard (20), prevaléncia de 53% em escultores de pedra (21) e
16% de individuos ligados a atividades profissionais em Pedreiras (14). Considerando
trabalhadores legais expostos a silica no Brasil e classificados por regido, é possivel
afirmar que a maioria dos expostos concentra-se na regido sudeste, liderados pelos
estados de Minas Gerais e Espirito Santo que juntos somam cerca de 650.000
trabalhadores submetidos ao perigoso potencial de inalacdo diario de tais particulas em
seus ambientes de trabalho (14). No Rio de Janeiro, 0s nimeros apontam para cerca de
235.000 trabalhadores ligados formalmente a atividades que exponham os trabalhadores
aos efeitos nocivos da silica, sendo a maior parte deles ligados a construcao civil (14).

As atividades que envolvem os maiores riscos de exposi¢do a particula de silica
sdo: indlstria extrativa, perfuracdo de rochas em mineracdo, construgdo civil,

jateamento de areia, fundicdo de metais, indUstrias cerdmicas, fabricacdo de vidros,
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moagem de quartzo e pedras, artesanato e acabamento em pedras, fabricacdo de material
abrasivo, escavacdo de pocos, atividades de protético, atividade agricola de aragem
(14).

A exposicdo a silica associa-se também ao cancer de pulmédo, a tuberculose, a
insuficiéncia renal e a diversas doencas autoimunes (22). A persisténcia da inflamacéo
com a geracdo de espécies altamente reativas pode ser responsavel pelas atividades
genotdxicas no tecido pulmonar que contribuem para o desenvolvimento de cancer (23).

A ocorréncia de tuberculose em pacientes silicoticos também é freqliente e isto
pode ser resultado de vérios fatores, dentre eles, a permanéncia dos bacilos no tecido
pulmonar por dificuldade na drenagem linfatica (24). Outras patologias também
parecem ter seu desenvolvimento favorecido diante do quadro clinico de silicose, como
a artrite reumatdide, esclerodermia e bronquite cronica (25). Desta forma, a silicose
configura-se como um grave problema de salde publica, em especial no campo da
satde do trabalhador e do meio ambiente, sendo atrelada a um custo sécio-econdmico
expressivo, por forcar a retirada de inumeros individuos do mercado de trabalho em
plena idade produtiva e por causar 0 aumento do numero de internacdes devido as
complicagOes associadas ao quadro (13).

O diagnostico da silicose se baseia na investigacgéo clinica, historico ocupacional
de exposicdo a particula e radiografia simples de torax (24). O advento da tomografia
computadorizada permitiu a identificacdo de alteracbes mais precoces do que o
observado na radiografia de torax simples. No geral, a radiografia simples de torax é
suficiente para a identificacdo dos nddulos silicoticos caracteristicos desta patologia. A
tomografia computadorizada fica reservada aos casos em que exista divida quanto ao
quadro clinico ou radioldgico, devido a sua maior sensibilidade (17).

A sintomatologia segundo os relatos clinicos e observacdes consiste na dispnéia
aos esforcos com astenia, em funcdo da reducdo da complacéncia pulmonar e da
restricdo das trocas gasosas por conta da reacao fibrética em curso no tecido. Com a
evolucdo do quadro, pode aparecer dispnéia em repouso e tosse, que pode ser

acompanhada de secrecdo (13).

1.3.1 Formas de Silicose

A doenca pode ser classificada em cronica, acelerada e aguda, de forma

dependente da quantidade de poeira inalada e do tempo de exposicdo (13, 17).
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A forma crénica caracteriza-se por apresentar nddulos silicticos disseminados
em ambos os pulmdes e, geralmente, se apresenta apds dez anos de exposicdo. Na forma
mais avancada pode apresentar conglomerados ou massas que coalescem e pode evoluir
para fibrose macica progressiva, mesmo depois de cessada a exposi¢cdo (17). As
alteracbes radioldgicas (opacidades nodulares) tendem a surgir antes dos sintomas
clinicos e evoluem com a progressdo da doenca. Os sintomas aparecem nas fases tardias
(7).

A forma acelerada apresenta grande quantidade de ndédulos em vérios estagios de
desenvolvimento, com forte tendéncia a confluir formando conglomerados. As queixas
surgem entre cinco e dez anos de exposi¢do intensa a poeira e as alterac@es radioldgicas
sdo de rapida evolucdo. O aparecimento de falta de ar e tosse é precoce e limitante.
Associa-se a um risco aumentado de co-morbidades, notadamente a tuberculose e
doencas autoimunes (13).

A fase aguda da silicose foi descrita pela primeira vez em 1929, em
trabalhadores da industria de sabdes abrasivos (26). E normalmente relacionada a
exposicdo macica de silica livre como nas operacdes de jateamento de areia ou moagem
de quartzo. Nesta forma, o aspecto radiologico é de preenchimento alveolar por um
material protéico, rico em lipidios e corado fortemente pelo acido periodico de Shiff
(PAS positivo) (13). A fase aguda da silicose surge nos cinco primeiros anos de
exposicdo, e 0s sintomas aparecem mais precocemente, em especial uma intensa
dispnéia, perda de peso e hipoxemia. E caracterizada por uma alveolite severa e um

quadro clinico progressivo que, frequentemente, resulta na morte do paciente (27).

1.3.2 Alteracdes na Funcao Pulmonar

Assim como ja documentado em modelos experimentais (28), a silicose é
responsavel pelo declinio na funcdo pulmonar dos individuos portadores, sendo esta
reducdo proporcional ao grau de extensdo das lesdes provocadas pela doenca (29).
Geralmente, o quadro de fibrose pulmonar esta vinculado a funcdo pulmonar deficiente
e incapacidade funcional (30). Em sua forma mais severa, dois principais eventos
acometem a funcdo pulmonar: a restri¢do causada por fibrose e a reducédo do fluxo de ar
(31).

O aumento da resisténcia das vias aéreas, detectado em individuos silicéticos

submetidos a espirometria, é dependente da progressdo da doenca. Nos casos mais
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graves ha reducdo da capacidade de difusdo e do volume pulmonar, além do aumento da
elastancia tecidual (31). A dispnéia de esforco é também relatada mesmo quando as
medidas cardiopulmonares obtidas em repouso estdo dentro dos limites da normalidade
(32).

1.3.3 Fisiopatologia

As alteragdes patologicas associadas a silicose sdo representadas pela presenca
de granulomas ou nddulos inflamatorios nos locais onde as particulas sem acumulam
(33, 34). De forma frequente, as particulas depositam-se nos bronquiolos respiratorios e
alvéolos (35). Se o “clearance” mucociliar ascendente e linfatico ndo for capaz de
remover estas particulas, elas acabam por induzir um processo inflamatorio,
inicialmente classificado como uma alveolite (13).

A silica induz a formacéao de radicais livres por contato direto de sua superficie
com a agua e lipoproteinas da camada do revestimento bronquiolo-alveolar ou pela
ativacdo de macrofagos e de células epiteliais (36). A producdo destas espécies reativas,
quando superior a capacidade de contencdo pelos mecanismos de defesa antioxidante,
pode levar a lesdo de células epiteliais I, ativacdo de macrofagos e proliferacdo de
células epiteliais tipo 11 (13).

Este processo, se mantido pela persisténcia da inalacdo de particulas, amplia-se
com a liberacdo de enzimas proteoliticas, geracdo de mais espécies reativas de oxigénio
e de nitrogénio, e pela liberacdo de citocinas inflamatdrias incluindo o fator de necrose
tumoral o (TNF-a) e o fator de transformagdo e crescimento —  (TGF-B) (37, 38). Estas
substancias recrutam macrdfagos, neutrofilos e linfécitos, além de acBes sobre outros
tipos celulares (13, 39). Este cenario contribui para a intersticializacdo da silica que
favorece a interacdo das particulas com células inflamatdrias e estruturais, ampliando o
processo inflamatorio no tecido (16). O resultado final é o progressivo aumento da
proliferacdo de fibroblastos e da producdo de coladgeno, que conduz a um quadro de
fibrose tecidual (38, 40).

1.3.3.1 Fibrose pulmonar

O potencial de resposta do pulmao aos diferentes agentes causadores de danos é

relativamente limitado. Ainda que um processo de reparo possa restaurar a arquitetura
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tecidual pré-existente em determinados 6rgaos, como nos 0ssos e no figado, o pulmaéo e
a maioria dos demais 6rgdos ndao sdo capazes de regeneracdo e o dano tecidual acaba
por conduzir a uma reacao fibrotica (41).

A fibrose pulmonar é caracterizada pela deposi¢cdo de um tecido fibroso no
compartimento alveolar onde ocorrem as trocas gasosas (42). Esta reacdo é fruto da
interacdo do tecido com agentes lesivos de etiologias diversas, como infeccdes por
bactérias e outros microorganismos, processos alérgicos, toxinas, radiacdo e, também,
pela inalacdo de particulas minerais (42). Tipicamente, quando a fibrose pulmonar é
extensa e difusa origina-se um quadro de deficiéncia na ventilacdo, acompanhado de
hipoxia e, em alguns casos, hipertensdo pulmonar e morte (43).

A patogénese da fibrose em pacientes portadores de doencas difusas do
parénquima pulmonar, como a silicose, envolve a perda de celulas epiteliais do tipo | e
células endoteliais (44); a perda da integridade da barreira hemato-alveolar, incluindo o
colapso de estruturas alveolares (45); a proliferacdo de células epiteliais do tipo Il e 0
recrutamento e proliferacdo de fibroblastos e miofibroblastos, com a deposi¢cdo de
componentes de matriz extracelular (46). Esta Gltima caracteriza a fase de reparo que
sucede a fase inflamatoria da silicose, na qual fatores de crescimento estimulam o
recrutamento e proliferacdo de células mesenquimais, bem como a vascularizacdo e a
reestruturacdo do epitélio lesado no tecido pulmonar. Este processo de reparo é
acompanhado pela deposicdo de matriz extracelular, especialmente de fibronectina,
proteoglicanos, colageno tipo | e Il e do remodelamento tecidual (38).

Em condicdes fisioldgicas normais, a manutencdo da matriz extracelular é um
processo dindmico, no qual ha a sintese de proteinas como colageno fibrilar,
fibronectina e proteoglicanas, sempre balanceada por uma taxa equivalente de protedlise
(47). Como reguladores destaca-se uma classe de proteases conhecida como
metaloproteinases de matriz (MMP) que sofrem, por sua vez, regulacéo de sua atividade
enzimatica por acdo de uma familia de inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs). Na fase de reparo associado a silicose ocorre um desequilibrio entre a sintese
e deposicdo de proteinas de matriz extracelular com alteracdo na expressdao de MMPs e
TIMPs (35). Isto acarreta, em um primeiro momento, no aumento da degradacdo da
matriz danificada e sintese excessiva de colageno, com destaque para o papel dos
fibroblastos que sdo claramente necessarios a homeostase tecidual e fundamentais no

processo normal de reparo e producdo de matriz extracelular (48).
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O processo fibrotico, na realidade, parece resultar de uma interacdo complexa
entre macrofagos e fibroblastos onde os ultimos, ao atuarem nas &reas lesadas, s&o
estimulados a secretar coldgeno e outras proteinas de matriz. Inicialmente, ha a
deposicdo de colageno tipo 11, que é mais flexivel e susceptivel a quebra, porém, mais
tardiamente, estas fibras sdo substituidas por colageno tipo | que confere um padrdo
mais rigido ao tecido pulmonar (35).

Os macrofagos alveolares participam ativamente desta fase de reparo, pois
expressam MMPs e, quando devidamente ativados, liberam mediadores que atuam em
células mesenquimais (49). Estes fatores incluem citocinas como o TGF-, TNF-a e IL-
1, além de fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF) (50), que irdo atuar na manutencdo da resposta fibrotica em curso (38).
Caracterizam-se por serem grandes células amebdides mononucleares que habitam a
superficie alveolar. Particulas inaladas absorvidas pelos macrofagos alveolares podem
ser destruidas por seus mediadores presentes nos lisossomos. No entanto, alguns
materiais fagocitados por macrdéfagos, como as particulas de silica por exemplo, ndo sdo
digeridos e geram toxicidade (1, 16).

Estas células desempenham um papel central no desenvolvimento da inflamacao
e fibrose associada a silicose (51) e, considerando suas caracteristicas funcionais, pode-
se assumir que estas sdo uma das primeiras células a interagir com a silica (16). Sua
importancia reside no reconhecimento, fagocitose e tentativa de eliminacdo das
particulas inaladas, onde o balanco de eliminacdo e retencdo da silica no tecido
pulmonar se mostra importante para a progressdo da patologia. Os mediadores liberados
por macréfagos, a partir da interacdo destas células com as particulas de silica, sdo
considerados um dos maiores contribuintes para a resposta fibrética na silicose (40, 52).

Apos atingirem os alvéolos, as particulas de silica sdo fagocitadas por
macrofagos pulmonares que assumem um fendtipo ativado e liberam mediadores
inflamatdrios, como espécies reativas de oxigénio, metabdlitos do acido araquiddnico,
quimiocinas e citocinas (53, 54). Estas células ativadas atraem neutrofilos para o local
da lesdo e produzem MMPs que atuam na degradacdo do tecido pulmonar (17). A
ingestdo de silica por macrdéfagos alveolares conduz a morte celular e a liberacdo de
novas particulas no meio, sendo as mesmas fagocitadas por outros macréfagos (16).
Este ciclo recorrente de fagocitose das particulas de silica por macréfagos perpetua o

processo de injuria e fibrose (55) uma vez que, a falha na tentativa de eliminacdo da
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particula resulta numa prolongada interagdo da silica com outros diferentes tipos
celulares, como neutréfilos, fibroblastos, células dendriticas e células epiteliais (56).

Outro importante tipo celular envolvido no contexto da silicose, sdo as células
epiteliais que encontram-se particularmente bem adaptadas para desempenhar a fungéo
de protecdo da mucosa local contra os mais variados tipos de agentes, como a poluigéo,
tabagismo, virus, bactérias e outros materiais passiveis de inalagdo, como as proprias
particulas de silica (57). Estas células desempenham fun¢des importantes no processo
de defesa inata e seus mecanismos incluem a eliminagdo dos corpos estranhos atraves
da acdo do muco, substancias bactericidas, antioxidantes e anti-proteases, além da
barreira fisica formada pela prépria camada de células e juncOes intercelulares (58).
Todas estas fungdes sdo fundamentais para a protecdo e manutengédo da integridade do
epitélio das vias aéreas o qual pode ser rapidamente desequilibrado apds uma infeccéo
ou injuria provocada por uma reagdo inflamatoria, como em doengas pulmonares
cronicas (59).

Apos a injaria, o epitélio respiratdrio inicia um processo de reparo para a
restauracdo da integridade da barreira. Imediatamente ap0s a lesdo, as células
remanescentes se diferenciam e migram rapidamente para que possam cobrir a area
anteriormente afetada (60). Os fatores celulares envolvidos neste processo séo
metaloproteinases, citocinas e fatores de crescimento liberados por células
mesenguimais, endoteliais, macrofagos e também por células epiteliais (60, 61).

Durante o processo de migracdo e proliferacdo apos lesdo, células epiteliais
passam a expressar elevados niveis da quimiocina IL-8 (61), importante no
recrutamento de neutrofilos, e que possui destaque em algumas condi¢bes patologicas,
como na inflamacdo crénica, fibrose e cancer (62). Em resposta a injurias, as células
epiteliais podem secretar outros mediadores inflamatérios, como o TGF-B, IL-1 e 0
TNF-o (63, 64), criando um ambiente propicio ao desenvolvimento da fibrose
pulmonar, principalmente por estimularem a migracdo, proliferacio e mudanca de
fendtipo de fibroblastos para miofibroblastos (65).

No contexto da fibrose, os fibroblastos constituem um tipo celular crucial, sendo
caracteristicamente células de origem mesenquimal que se encontram dispersas no
tecido conjuntivo de todo o organismo e secretam componentes da matriz extracelular
ndo rigida - rica em colageno tipo | e/ou tipo Ill. Quando ativados, fibroblastos exibem
reticulo endoplasmatico abundante e complexo de Golgi proeminente, estes associados

a sintese e secrecdo de componentes da matriz extracelular, incluindo colageno,
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fibronectina, laminina e proteoglicanos, bem como, proteases capazes de degradar a
matriz extracelular. Proteinas de citoesqueleto em associagdo com integrinas da
superficie celular e proteinas de matriz facilitam a motilidade celular e a geracdo de uma
forca contrétil que é importante para a homeostasia tecidual e reparo de leséo (66).
Quando um tecido é lesado, semelhante ao que ocorre na silicose, os fibroblastos
proliferam, migram e produzem grandes quantidades de matriz rica em colageno, que
auxilia no reparo do tecido lesado. Além disto, fibroblastos pulmonares atuam também
como células sentinelas que orquestram e amplificam a resposta inflamatdria (67). Essa
populacdo apresenta fenotipos diferentes, sendo assim heterogénea, e ocupa grande
parte da lesdo durante o periodo ativo do processo de fibrose. Um desses fendtipos
corresponde ao miofibroblasto que é comumente identificado pela expressdo de a-
actina de masculo liso (a-SMA) e apresenta caracteristicas intermediarias entre a célula
muscular lisa e fibroblasto propriamente dito (68, 69). A presenca de miofibroblastos
em pacientes portadores de fibrose no tecido pulmonar é amplamente documentada (70-
72). Essa variedade celular é considerada fonte de muitas citocinas, incluindo o TGF-$3
e 0 proteina quimiotatica para monoécito (MCP-1) (73, 74). Desta forma, 0s
miofibroblastos sdo também considerados cruciais contribuintes para o recrutamento de
células inflamatdrias, intensificando ou prolongando a inflamacdo que esta

frequentemente associada ao processo fibrético (69, 75).

1.3.3.2 Mediadores Inflamatdrios

No estabelecimento da fibrose tecidual, tanto células epiteliais e fibroblastos,
quanto neutrofilos, macrofagos e outros tipos celulares secretam uma grande variedade
de quimiocinas, como o0 MCP-1 e IL-8, e citocinas, como a IL-1p, IL-13, TGF- B que
amplificam a resposta inflamatoria e conduzem a proliferacdo de fibroblastos e
recrutamento de outras células inflamatdrias (42, 45).

O MCP-1 ou CCL2 é uma quimiocina que tem como alvo, principalmente,
monacitos e células T, além de outras células que podem expressar o receptor CCR2.
De forma marcante, MCP-1 ndo somente participa da quimiotaxia de células-alvo, mas
também contribui para a ativacdo de mondcitos e para 0 estresse oxidativo (76).
Miofibroblastos também respondem a estimulacdo por MCP-1 aumentando a producao
de TGF- B (77).
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O KC, um dos correspondentes murino da IL-8 humana, pertence a familia de
quimiocinas CXC que estd envolvida na promocgdo do tréfico de leucocitos, na
regulacdo da angiogénese e no remodelamento vascular, além de atuar no recrutamento
de progenitores de células mesenquimais (78). Este mediador é liberado rapidamente em
resposta a exposicdo a particulas de silica, sendo importante na quimiotaxia de
neutréfilos, e tém sua regulacéo vinculada a outras citocinas pré-inflamatérias, como o
TNF-a (62, 79, 80). Modelos de ativacdo de células in vitro vém sendo utilizados no
sentido de explorar a resposta funcional de células especificas quanto a producao de IL-
8 frente a estimulacdo com silica (57).

O TGF-B é um mediador produzido por células inflamatorias e também por
células estruturais, possuindo papel de destaque na patogénese da fibrose pulmonar
promovendo a ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais e
miofibroblastos (81). Este aumento na ativacdo de fibroblastos também esta vinculado
ao poderio do TGF-B em estimular a expressdo de genes responsaveis pela sintese de
proteinas de matriz extracelular, que se acumulam durante a resposta fibrotica, e
suprimindo aqueles genes responsaveis pela degradacdo da matriz (81). Para reafirmar a
importancia do TGF-B nos processos de reparo, estudos com camundongos deficientes
para este mediador mostraram que tais animais apresentaram deficiéncias na correcao
de lesdes, diminuicdo da producéo de colageno e falhas na reconstrucéo do epitélio (82).
Mais ainda, pacientes portadores de fibrose pulmonar apresentavam niveis elevados de
TGF- no tecido e isto se relacionava com a severidade do comprometimento do 6rgao
(83).

Outra importante citocina no contexto da fibrose pulmonar é a IL-13, mediador
este relacionado a diversas patologias, como a fibrose hepatica, asma e esclerose
sistémica, cujas acOes pro-fibroticas sdo apoiadas por seu potencial indutor de
proliferacdo de fibroblastos, producdo de colageno e sintese de mediadores pro-
inflamatdrios (84-86). Em modelos experimentais que utilizaram animais que
expressavam altos niveis de IL-13, foram também encontrados indices elevados de
producdo de TGF-B, indicando uma relagdo importante entre estes dois mediadores
envolvidos em patologias de natureza fibrotica (87, 88).

De forma direta ou indireta, outro mediador inflamatério de suma importancia
na fisiopatologia de doencas fibroticas estd relacionado com os demais mediadores
abordados acima e presente em niveis elevados no tecido pulmonar de pacientes
portadores de silicose: O TNF-a (89).
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1.3.3.2.1 TNF-alfa

O TNF-o é um mediador pleiotrépico produzido por diversos tipos celulares
como macrofagos, fibroblastos, células epiteliais, linfocitos T, células musculares lisas,
eosinofilos, mastocitos, dentre outros (90). Apresenta inquestionavel importancia nos
mecanismos de imunidade inata (91), porém, niveis elevados de tal mediador estdo
vinculados a fisiopatologia de diversas doengas pulmonares, incluindo a manutencdo de
uma resposta inflamatoria e ampliacao de lesdes teciduais (92, 93).

O TNF-alfa é uma proteina de 185 aminoéacidos glicosilados nas posicoes 73 e
172. E sintetizada como um precursor inativo de 212 aminoacidos que é convertido a
sua forma ativa através da atuacdo da enzima conversora de TNF-a (TACE). Esta
citocina existe sob duas formas: Uma forma soluvel e uma associada & membrana. O
TNF soltuvel é um homotrimero originado a partir da clivagem da forma associada a
membrana, liberando um polipeptideo de 17KDa. Trés destas cadeias polipeptidicas
reinem-se para formar o TNF circulante. Tanto a forma solivel quanto a forma
membranar sdo capazes de ativar os receptores de TNF: o TNFR1 (p55, CD120a) e o
TNFR2 (p75, CD 120b). Enquanto que a expressdo de TNFR2 é regulada e ocorre
tipicamente em células do sistema imune, o0 TNFR1 é constitutivamente expresso na
maioria dos tecidos de mamiferos e sinaliza através de NF-xB e MAPK para iniciar a
transcricdo de genes pro-inflamatorios (94).

A ligacdo de TNF-a com o dominio extracelular do TNFR1 em macrofagos
resulta, por exemplo, no recrutamento e interacdo de proteinas adaptadoras como
TRADD, RIP-1 e TRAF2 (95, 96). Este complexo esta envolvido na ativacédo de vias de
sinalizagdo especificas, com destaque para ativacdo do fator de transcricdo NF-«xB e sua
translocacdo para o nucleo onde regulara a expressao génica (97). A ativacdo do TNFR1
também pode disparar 0 mecanismo de morte celular programada através da interacdo
da proteina adaptadora TRADD diretamente com o dominio de morte do TNFRIL,
envolvimento de FADD e consequente ativacdo de pré-caspase 8, culminando em
apoptose (98).

Dentre as principais acdes do TNF-a, destacam-se a sua capacidade de estimular
a producdo de outros mediadores inflamatorios (IL-1p, IL-8), a expressdo de moléculas
de adesdo celular, a capacidade de modular negativamente processos anti-oxidantes (99)
e o potencial estimulatério sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio (100,
101).
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Outro aspecto importante em relagdo as acdes do TNF-a é o fato de que a
administracdo desta citocina por via inalatoria desencadeou o quadro de hiper-
reatividade das vias aéreas em pacientes normais (102, 103). Outros estudos destacam
que, em modelo murino, anéis de traquéia pré-incubados com TNF-o apresentaram uma
resposta de hiper-reatividade quando os fragmentos foram estimulados com agentes
broncoconstritores como carbacol, bradicinina e serotonina (104-106). Estas evidéncias
destacam o TNF-a como capaz de acGes moduladoras sobre a funcéo respiratoria,
quando implicado em patologias de natureza inflamatdria das vias aéreas.

Acdes pro-fibrogénicas tambem foram atribuidas ao TNF-a, como a estimulagdo
da proliferacdo de fibroblastos e a diferenciacdo destas células em seu fen6tipo ativado
de miofibroblastos, além da promoc¢éo da expressao de TGF-p por este tipo celular (107,
108).

O envolvimento do TNF-a na silicose se torna evidente no estudo publicado por
Piguet e colaboradores, onde o mesmo destaca a importancia da participacdo do TNF-a
no desenvolvimento da resposta fibrdtica associada a esta patologia. Mais tarde, a
adocdo de estratégia terapéutica anti-TNF-o revelou resultados promissores quanto a
contencao da fibrose pulmonar induzida por bleomicina e silica (109). Esta ultima torna
nitida e interessante a tentativa de modular negativamente as acdes desta citocina em

patologias de natureza fibrética, como a silicose.

1.3.4 Tratamento

As terapias com anti-inflamatorios disponiveis até o presente momento, como o
uso de corticoides classicos por exemplo, ndo sdo eficazes em pacientes silicoticos
crénicos (27), o que determina muitas vezes a necessidade de intervengdes de alta
complexidade, como o transplante de pulmdo. Apenas tratamentos de suporte com
antitussigenos e broncodilatadores, assim como oxigénio, sdo disponiveis para pacientes
silicoticos. Desta forma, fica clara a relevancia da constante busca pela identificacdo de
novos compostos dotados de acdo anti-inflamatoria e antifibrotica para o emprego
terapéutico na silicose.

Considerando ser o TNF um alvo terapéutico importante no contexto de doencas
inflamatérias, énfase foi dada na busca por compostos com propriedade supressora
sobre a geracgdo deste fator (92, 110). Dentre 0s compostos capazes de modular as acoes

do TNF-a, destaca-se a talidomida um farmaco que apresenta uso limitado em fungéo
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de uma ampla gama de efeitos adversos, com destaque para a teratogénese (111), porém
dotado de destacada acdo supressora sobre a producdo deTNF-ao (112-114).

De forma particular no contexto da silicose, foi demonstrado em modelo murino
que animais TNFR1silicoticos apresentaram clara reducéo de infiltrado inflamatério,
resposta fibrogénica e formacdo de granulomas no tecido pulmonar, o que evidencia a
importancia da adocdo de ferramentas terapéuticas que atuem minimizando as agdes do
TNF-alfa na silicose (115).

Dentro deste contexto, foram sintetizados pelo laboratério de Sintese e
Avaliacdo de Substancias Bioativas (LASSBio) da UFRJ, compostos com vistas a
aplicabilidade em doengas inflamatdrias cronicas. Dentre os analogos obtidos, destacou-
se 0 composto LASSBIi0-468, denominado simbidtico por ter sido planejado com o
objetivo de reunir grupos farmacoforicos de diferentes moléculas capazes de modular
eventos distintos, porém complementares, visando destacar um potencial anti-
inflamatorio (116). Através de técnica de hibridagdo molecular, reuniu-se nesta
molécula grupamentos importantes, previamente identificados, no que diz respeito a
modulacéo das a¢Ges do TNF-a e inibicdo de fosfodiesterase do tipo 4 (PDE-4), tendo
como base a conjugacdo da porcdo ftalimidica da talidomida com um grupamento
fenilsulfonamidico oriundo de aril-sulfonamida, descrita como inibidor seletivo de
fosfodiesterase tipo 4. A eficacia deste derivado foi comprovada em modelo de
inflamacdo pulmonar induzida por LPS (116), bem como em outros modelos
experimentais como de artrite reumatoide e choque endotdxico, modulando acGes anti-
fibrogénicas no tecido hepatico, de forma vinculada a inibicdo da producdo de TNF-a
(117).

Desta forma, estratégias que visem a modulacdo da producdo/acdo do TNF-a se
tornam imprescindiveis na busca por uma ferramenta terapéutica de aplicabilidade em

doencas inflamatorias de caréater fibrotico como a silicose.
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Figura 1.1: Estrutura quimica do LASSBi0-468.
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Figura 1.2: Estrutura quimica da talidomida.
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2. ODbjetivos:

Considerando-se a importancia da busca por uma terapia eficiente para doencas

fibréticas como a silicose e 0 envolvimento do TNF-o na doenca, neste estudo tivemos

por objetivo avaliar o potencial efeito curativo do composto LASSBi0-468 sobre 0s

componentes inflamatério e fibrotico no modelo de silicose experimental murina. O

composto talidomida foi utilizado para fins de comparacao.

2.1 Objetivos especificos:

Avaliar o efeito do tratamento com LASSBIi0-468 sobre a fun¢do pulmonar
(resisténcia e elastancia) e hiper-reatividade das vias aereas de
camundongos;

Avaliar o efeito do tratamento com LASSBIi0-468 sobre alteracdes
morfologicas no parénquima pulmonar de camundongos;

Avaliar o efeito do tratamento com LASSBio-468 sobre o conteldo de
matriz extracelular (coldgeno) no tecido pulmonar de camundongos;

Avaliar o efeito do tratamento com LASSBIi0-468 sobre a producdo de
mediadores pré-inflamatorios e profibroticos no tecido pulmonar de
camundongos;

Avaliar o efeito do tratamento com LASSBIi0-468 sobre miofibroblastos no
tecido pulmonar de camundongos;

Avaliar o efeito da incubacdo de miofibroblastos pulmonares, macréfagos e

células epiteliais com LASSBIi0-468 in vitro.
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3. Materiais e Métodos:

3.1 Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho utilizamos camundongos Swiss-Webster
machos (18 — 20 g), provenientes do Centro de Criacdo de Animais (CECAL) da
Fundacdo Oswaldo Cruz, e todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica de Uso de Animais (CEUA) (L-034/09). Os animais foram mantidos em estantes
aclimatizadas com temperatura e umidade controladas (21 + 2°C e 50 + 10%,
respectivamente), sendo submetidos ao ciclo de claro e escuro de 12 horas e livre acesso

a 4gua e racao.

3.2 Instilacao de silica

Previamente, os camundongos foram anestesiados com aeroliza¢do de halotano
até a sedacdo. Em seguida, para a inducéo de silicose, foram instilados por via intranasal
10 mg de silica (SiO; Particula: 0,5 — 10 pum ~ 80% - 1 — 5 um; Sigma) em um volume
final de 50 ul de salina (0,9%) esteril. Este procedimento foi realizado com a utilizacao
de pipeta automatica que auxiliou na instilacdo da suspensdo de silica em ambas as
narinas dos animais. Os animais do grupo controle receberam igual volume de salina

estéril.

3.3 Tratamento

A partir do 21° dia apés a Unica instilacdo intranasal com a suspensdo de silica,
os animais foram submetidos ao tratamento em esquema terapéutico que constou da
administracdo de LASSBi0-468 (12,5 - 100 mg/Kg) ou talidomida (50 mg/Kg), por via
oral, uma vez ao dia. Este tratamento prosseguiu até o 27° dia, com as analises sendo
iniciadas 24 horas apds a ultima administracdo dos farmacos. As substancias foram
dissolvidas em Tween 80 (0,5 %) e os animais controles receberam igual volume do

veiculo.
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Figura 3.1: Esquema de inducéo de silicose, por instilagcdo intranasal de suspensao de
silica, e administracdo dos compostos LASSBi0-468 ou talidomida, por via oral. O
tratamento teve inicio a partir do dia 21, pos-inducéo de silicose, e foi concluido no dia

27, com as analises sendo realizadas 24 horas apos a ultima administracao.

3.4 Avaliacado da funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas

A funcdo pulmonar foi analisada em pletismdgrafo barométrico de corpo inteiro
invasivo (BuxcoResearch System). Os camundongos foram anestesiados com Nembutal
(Pentobarbital) (60 mg/Kg, ip) e curarizados com brometo de pancurénio (1mg/Kg,
Pavulon®), sendo em seguida, traqueostomizados para a introdugdo de uma céanula. Os
animais foram colocados em camaras individualizadas com temperatura controlada a
37°C. Em paralelo, foi introduzida uma canula preenchida com agua por via oral para a
captura da pressao esofagiana. A canula traqueal foi conectada a um ventilador
mecanico, com fluxo (200 uL) e volume corrente (2 — 5 mL) sendo mantidos contantes
para registro dos parametros de resisténcia (cmH,O/mL/s) e elastancia pulmonar
(mL/cmH,0). Os camundongos foram submetidos a aerolizacdo de PBS ou doses
crescentes do agonista muscarinico metacolina (3 — 27 mg/mL), por 3 minutos, sendo
em seguida feita a avaliacdo da funcdo pulmonar por um periodo de 5 minutos). Os
valores de resisténcia e elastancia foram registrados e avaliados no software
BuxcoBiosystem XA (118).

3.5 Analise histoldgica

Apb6s 0 acesso aos pardmetros de funcdo pulmonar, os camundongos foram

sacrificados com dose letal de barbiturico (Tiopental — 500 mg/Kg, i.p) e exanguinados
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através de um corte na veia cava abdominal. O térax foi aberto e, em seguida, realizada
a perfusdo pulmonar através da inser¢do de um escalpe no coragdo e infusdo de solugéo
salina (0,9%) e EDTA (10 mM). Apds este processo, o tecido pulmonar foi retirado e o
lobo esquerdo infundido com solugdo de formol tamponado sendo mantido imerso em
igual solucéo por 48 horas até o processamento histologico. O lobo direito foi isolado e
congelado em nitrogénio liquido para posterior anlise.

Apoés fixacdo, o pulmdo foi desidratado através de banhos sucessivos em
solugdes com concentragdes crescentes de etanol que variaram de 70 a 100 % por
aproximadamente 10 minutos em cada etapa. O material foi clarificado em xilol por
aproximadamente 15 minutos e submetido a sucessivos banhos de parafina até a sua
inclusdo e confeccdo de blocos. Estes ultimos foram submetidos a cortes de 5 um de
espessura em micrétomo (Leica Microsystems). ApOs a obtencdo dos cortes, foi
realizada a coloragdo dos mesmos com hematoxilina e eosina (H&E), bem como com o
corante Picrus sirius. As laminas foram analisadas em microscopio de luz (Olympus
BX50), acoplado a uma camera de video (Olympus UC30) e a captura das imagens feita

através de uso do Software “Image Pro Plus” versao 6.2.

3.5.1 Morfometria

A andlise quantitativa de area do parénquima pulmonar ocupada por granulomas
foi realizada através de técnica de contagem de linhas e pontos (119, 120). Para tanto,
foi utilizado um reticulo contendo 100 pontos e 50 linhas paralelas fixado na ocular do
microscopio. Através da utilizacdo da objetiva de 20X, foi realizada a contagem dos
pontos que coincidiram com areas granulomatosas em 10 diferentes campos. O niUmero
total de pontos foi dividido pelo nGmero total de pontos do reticulo, obtendo-se assim a
fracdo da area do tecido pulmonar ocupado por granuloma expresso sob a forma de

percentual.

3.6 Quantificacdo de colageno

Para quantificacdo de coldgeno foi utilizada técnica colorimétrica de Sircol®
(Biocolor, Inglaterra). Para tanto, foi feita homogeneizagdo das amostras de tecido
pulmonar em solugéo contendo Tris-Base (0,05M), NaCl (1M), inibidor de protease

Complete® (Roche -pH 7.5) e posterior incubacdo a 4°C. Na sequéncia, procedeu-se a

22



centrifugagdo por 15000 xg a 4°C (1hora). Uma aliquota do sobrenadante foi utilizada
para o inicio da reagdo através da adigdo de 250 puL do reagente Sircol Dye. A mistura
permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente (30 minutos) e foi submetida a nova
centrifugacdo por 12000 x g a 4°C (10 minutos). Na sequéncia foi adicionado o reagente
Alkalin e posterior homogeneizacdo das amostras (10 minutos). Uma aliquota de 200 pl
foi transferida placas de 96 pocos de fundo chato. A andlise foi realizada em

espectrofotometro a 555 nm e o resultado expresso em pg/mg de tecido.

3.7 Imunohistoguimica

As amostras de tecido foram submetidas & desparafinizacdo, hidratagdo com
solugéo de TBS (Tris/HCI 0,05 M + NaCl 0,5 M, pH 7,6) e bloqueio com peroxido de
hidrogénio (3%) e metanol por 15 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas 3
vezes com TBS e realizado bloqueio com Tris-HCI + BSA (5%) por 1 hora. As laminas
foram incubadas com anticorpo priméario (anti-a-SMA - A2547; Sigma) diluido em
Tris-HCI + BSA 1% por 12 horas a 4°C. Em seguida, as laminas foram lavadas 2 vezes
com TBS. Na sequéncia, procedeu-se a incubacdo do material com o anticorpo
secundario anti-1gG conjugado com HRP (anti-lgG de camundongo - HAF007; R&D),
diluido em Tris-HCI (2horas). A revelacdo foi realizada com 3-amino-9-etilcarbazol
(AEC) por 15 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas com agua destilada,
coradas com hematoxilina de Mayer e montadas em meio aquoso contendo gelatina.
Imagens capturadas com a camera digital (Olympus UC30) (no minimo 8 campos por
amostra de tecido) foram analisadas utilizando-se o software “Image Pro Plus” versdo
6.2. Nesta analise, foi feita a determinacdo do numero de pixels em cada campo

capturado, sendo o resultado expresso como pixels/pum?.

3.8 Cultura primaria de fibroblastos

Os animais instilados com salina e silica (7 dias) foram sacrificados em camara de
CO,, os pulmdes perfundidos com solucao de PBS, cortados em pequenos fragmentos e,
em seguida, incubados com uma solugdo de colagenase tipo | (Img/mL; GIBCO). A
suspensdo celular obtida foi mantida sob agitagdo por 1 hora a 37°C. Em seguida, um
volume extra de PBS foi adicionado a suspenséo celular e realizada a retirada do liquido

livre de restos de tecido. Ao precipitado foi adicionada nova solugéo de colagenase 1A e
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repetido o ciclo de agitacdo por 1 hora. O material recolhido foi passado através de uma
malha fina e centrifugado a 433 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
“pellet” submetido ao gradiente de concentragdo de Percoll (60%, GE Healthcare)
(NaCl 0,15M), para a eliminacdo das particulas de silica. A suspensdo celular foi
gentilmente adicionada sobre uma banda do gradiente e a centrifugacdo procedida por
433x g a 25°C por 25 minutos. A banda localizada no topo do gradiente foi recolhida e
as células adicionadas a garrafas de 75cm? acrescidas de meio DMEM suplementado
com soro fetal bovino (10%, Cultilab), penicilina (1x10° U/mL) e estreptomicina
(0,2g/mL). A cada 7 dias, apés atingirem o estado confluéncia, as células foram
submetidas a um processo de tripsinizacdo mediante adicdo de uma solucdo de PBS
contendo tripsina (1,25 g/L, GIBCO) e EDTA (0,2 g/L, Sigma-Aldrich), em seguida,
transferidas para novas garrafas. As células utilizadas nos experimentos foram obtidas

entre a quarta e oitava passagem.

3.8.1 Imunocitogquimica

Para caracterizacdo do fenotipo dos fibroblastos mantidos em cultura, foram
adicionadas 1x10° células/mL sobre laminulas depositadas em placas de 24 pocos, e
mantidas “overnight” em meio DMEM (Invitrogen) suplementado com soro fetal
bovino (10%) (Cultilab). O meio foi retirado, as células foram lavadas com solucdo de
tampao fosfato e, em seguida, foi adicionado o tampdo de fixacdo contendo
paraformaldeido (4%) e sacarose (4%). Apo6s 30 min, as células foram novamente
lavadas com solucdo de PBS e incubadas com solucdo saponina (0,05%) (Sigma-
Aldrich) por 30 minutos. Apos retirada da saponina, foi feita adi¢cdo de nova solucdo de
saponina (0,05%) contendo gelatina (Sigma-Aldrich) (0,2%) e feita incubacdo por 30
minutos. Em seguida, foi adicionado o anticorpo primario (para a-SMA e citoqueratina)
e feita incubacdo “overnight”. As células foram lavadas com solu¢do tampao e feita
adicdo do anticorpo secundario marcado com fluorocromo. Ao término da incubacéo, as
células foram lavadas com solucdo de tampao fosfato e incubadas com DAPI (4', 6' -
diamidino, 2'- fenillindol -. Invitrogen). Na sequéncia, as células foram lavadas com
agua destilada e as laminulas foram montadas em laminas com N-propilgalato. A
analise foi feita em microscopio de fluorescéncia acoplado a uma camera de video
(Optronics Engineering, DEI-750), e processamento feito mediante uso do “software”

de andlise de imagem (Image-Pro Plus 4.0).
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3.8.2 Ensaio de proliferacdo de miofibroblastos

Para analise da taxa de proliferacdo, 1,25 x 10 células foram adicionadas a
placas de 96 pocos ¢ mantidas “overnight” a 37°C. Apos este periodo, foi feita adigdo
do estimulo de rmIL13 (40 ng/mL) (R&D Systems). Quando da realizacdo do
tratamento, as células foram pré-tratadas com diferentes concentracdes de LASSBio-
468 ou Talidomida, 1 hora antes da adicdo do estimulo. Decorridas 20 horas da
estimulacéo, foram adicionados 0,5 pCi de [°H] timidina por poco. Apés 4 horas, as
placas foram congeladas a -20°C para posterior analise no sistema “Cell Harvester”
(PerkinElmer). Para esta etapa, foram realizadas sucessivas lavagens com agua
destilada, as amostras foram transferidas para um filtro que foi colocado em recipiente
contendo 4,5mL de liquido de cintilagdo (Invitrogen) e posterior leitura em sistema
MicroBeta?™ (PerkinElmer).

3.9 Cultura de macrofagos alveolares

Foi utilizada linhagem celular de macrofagos alveolares murinos (AMJ2C11)
adquirida junto ao banco de celulas da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As
células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino (10%) e
mantidas em garrafas de 75 cm? (37°C / 5% CO,). Para 0s ensaios de ativacdo, foram
adicionadas 5 x 10° células/poco a placas de 24 pocos (12 horas). Na sequéncia, as
células foram incubadas com LASSBIi0-468 ou Talidomida em diferentes concentracdes
(1 hora) e posteriormente estimuladas com silica (300 pg/mL). Apds 24 horas de
estimulacdo, as placas foram centrifugadas a 433 x g por 10 minutos e o sobrenadante
recolhido e armazenado em freezer -80°C para posterior quantificacdo de mediadores

inflamatdrios pelo método de ELISA.

3.10 Cultura de células epiteliais pulmonares

Foi utilizada a linhagem de células epiteliais alveolares de adenocarcinoma
humano (A549), proveniente de banco de células da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. As células foram mantidas em meio DMEM suplementado com soro fetal
bovino (10%) e garrafas de 75 cm? (37°C/5% CO5). Para os ensaios de ativacao, 5 x 10*
celulas/pogo foram adicionadas a placas de 24 pogos (12 horas). Na sequéncia, as

mesmas foram incubadas com LASSBIi0-468 ou talidomida em diferentes concentracoes
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(1 hora) e posteriormente estimuladas com silica (300 pug/mL). ApGs 24 horas, as placas
foram centrifugadas a 433 x g por 10 minutos e o0 sobrenadante recolhido e armazenado
em freezer -80°C para posterior quantificagdo de mediadores inflamatorios pelo método
de ELISA.

3.11 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade teve como bases a técnica de metabolizacdo celular do
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio). As células (2 x
10*células/200pL por poco) foram adicionadas a placa de 96 pocos e, ap6s 12 horas, foi
realizada adicdo dos compostos LASSBi0-468 ou talidomida em diferentes
concentragdes, seguida de incubacdo por 24 horas. Na sequéncia, foi feita a adicdo de
MTT (5 mg/mL) e apés 4 horas as placas foram centrifugada a 800 x g por 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os cristais provenientes da reducdo do MTT foram
solubilizados pela adicdo de DMSO (Sigma-Aldrich) por um periodo de 10 a 15
minutos. Apos a completa solubilizagéo, a analise espectrofotométrica foi realizada em

leitora de placa no comprimento de onda de 450 nm.

3.12 Quantificacdo de mediadores inflamatorios por ELISA

Os pulmd@es foram homogeneizados em 1mL de solugdo de PBS contendo Triton
(0,1%) e inibidor de protease (Complete®, Roche). Apds esta etapa, as amostras foram
centrifugadas a 13000 xg por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante recolhido e armazenado
a -20°C. Para a quantificacdo foram utilizados kits Duo Set® (R&D System) conforme
as especificacdes do fabricante.

Para a realizacdo do ELISA, placas de 96 pocos foram revestidas com anticorpo
primario contra as citocinas TNF-a e TGF-f, e as quimiocinas KC e MCP-1, por um
periodo de 12 horas a 25°C. Em seguida, os pocos foram lavados 4 vezes com o tampao
1 (KPO4 0,01M, timerosal 0,02% e Tween 20 (0,005 %) (pH 7,5). Apds a lavagem foi
feito o blogueio com solucédo de PBS/albumina sérica bovina (BSA 1%) a 20°C. Apos 1
hora, os pocos foram lavados quatro vezes com o tampdo 1, e foram adicionadas as
amostras  diluidas em ‘“assay buffer” (Timerosal 0,05%, BSA 0,1% e PBS)
(100uL/pogo). Apds o periodo de incubagdo (12horas) a 4 °C, os pogos foram lavados 4
vezes com o tampéo 2 (NaCll mM, NazPO, 0,1 mM, KCI 0,027 mM, timerosal 0,02%,

Tween 20 0,005%). Em seguida, foi feita a adicdo de anticorpos biotinilados especificos
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(50 pg/mL), sendo mantida a incubag@o por 1 hora a 20°C. Os pogos foram lavados com
0 tampdo 2, seguindo-se a etapa de incubacdo por 1 hora a 20°C com a mistura
neutravidina-“horseradish peroxidase” (HRP) diluida em ‘“assay buffer”. A Ultima
lavagem foi feita com o tampdo 2, seguida de adicdo do substrato (K-blue®) e
incubacdo por um periodo de 5 a 30 minutos. A reacdo foi interrompida com a adicao de
H.SO4 (0,19 M). A anélise espectrofotométrica foi realizada em leitora de placa no

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

3.13 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padréo da meédia (EPM)
e analisados estatisticamente através de analise de variancia (ANOVA), seguida de teste
de comparacdo multipla de Newman-Keuls-Student. Para comparacédo entre dois grupos
experimentais, foi utilizado o teste “t” de Student para amostras ndo pareadas. Para

ambos os testes, os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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4. Resultados:

4.1 Andlise das alterac6es morfolégicas no pulmido de camundongos silicoticos
tratados com LASSBIi0-468 ou talidomida.

Sabendo-se que a silicose € uma doenca associada a um importante
comprometimento tecidual, a avaliagdo morfolégica e morfométrica do paréngquima
pulmonar tornou-se fundamental. Assim, com base na anélise de cortes histologicos
corados por H&E, verificamos que os animais controles apresentaram paréngquima
pulmonar preservado, com estruturas de vias aéreas e alvéolos integras e auséncia de
infiltrado inflamat6rio (Figura 4.1A). Os camundongos silicéticos apresentaram
pulmdes contendo infiltrado inflamatorio e extensa area de fibrose com marcada
presenca de granulomas (Figura 4.1B). O tratamento com LASSBIi0-468 nas doses de
25 mg/Kg (Figura 4.1D), 50 mg/Kg (Figura 4.1E) e 100 mg/Kg (Figura 4.1F) foi capaz
de inibir a resposta inflamatoria e fibrotica, exceto na dose de 12,5 mg/Kg (Figura
4.1C). A talidomida também inibiu os componentes inflamatorio e fibrogénico em
animais silicoticos (Figura 4.1G). Estas observacdes foram comprovadas pela analise
morfomeétrica que mostrou uma reducdo significativa da area de parénquima pulmonar
ocupada por granulomas quando da administracdo das trés maiores doses de LASSBio-
468 (Figura 4.2).

4.2 Analise da deposicdo de colageno no pulmdo de camundongos silicéticos
tratados com LASSBi0-468 ou talidomida.

Para uma analise mais aprofundada acerca do mecanismo de acdo antifibrético
do composto LASSBIi0-468 investigamos, inicialmente, a expressdo de componentes da
matriz extracelular na resposta da fibrose na silicose experimental. Para tanto,
utilizamos o corante Picrus sirius que possui maior afinidade por fibras colagenas e
verificamos que na condicdo controle foi detectada uma marcacdo basal discreta que

corresponde ao colageno presente no tecido conjuntivo em condicdes fisioldgicas e a
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Figura 4.1: Alteracdes morfologicas no pulméo de camundongos instilados com salina
(A) e com silica (10 mg) (B), tratados ou ndo com LASSBi0-468 (12,5 - 100 mg/Kg,
p.0.) (C —F) e talidomida (50 mg/Kg, p.0.) (G). Os compostos foram administrados uma
vez ao dia, no periodo de 21 — 27 dias pos-silica, e as analises foram realizadas um dia
ap0s. As imagens sdo representativas de n de 6 a 8 animais por grupo. O simbolo *

indica a localizacdo dos granulomas. Coloracéo por H&E. Barra = 100 pum.
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membrana basal de vias aéreas e de vasos sanguineos (Figura 4.3A). No pulmdo dos
camundongos silicéticos, foi detectada uma intensa marcacdo de fibras colagenas,
correspondente a expressivo quadro de fibrose tecidual (Figura 4.3B). O tratamento dos
camundongos silicoticos com LASSBIi0-468 nas doses de 25 mg/Kg (Figura 4.3D), 50
mg/Kg (Figura 4.3E) e 100 mg/Kg (Figura 4.3F) reduziu a marcacdo para fibras
colagenas, fato ndo observado quando da utilizacdo da dose de 12,5 mg/Kg (Figura
4.3C). Estes achados foram confirmados quando da quantificagdo do contetdo de
colageno tecidual que revelou uma inibicdo significativa associada ao tratamento com
as trés maiores doses de LASSBIio0-468 testadas (Figura 4.4). O tratamento com
talidomida (50 mg/Kg) também reduziu a deposicdo de colageno no parénquima

pulmonar dos animais silicoticos (Figura 4.3G).

4.3 Andlise da producdo de quimiocinas e citocinas no tecido pulmonar de

camundongos silicéticos tratados com LASSBi0-468.

De forma a melhor compreender o mecanismo de agdo envolvido no efeito
supressor do composto LASSBIi0-468 na silicose experimental, passamos a analise de
mediadores gerados neste processo. Verificamos que as quimiocinas KC (Figura 4.5A)
e MCP-1 (Figura 4.5B) mostraram-se em niveis aumentados no tecido pulmonar de
camundongos silicéticos, bem como as citocinas TNF-o (Figura 4.6A) e TGF-f (Figura
4.6B). O tratamento com a maior dose de LASSBIio0-468 reduziu de forma significativa
0s niveis aumentados de KC (Figura 4.5A) e MCP-1 (Figura 4.5B), assim como de
TNF-o (Figura 4.6A) e TGF-p (Figura 4.6B) no tecido pulmonar dos animais
silicoticos. As doses de 25 mg/Kg e 50 mg/Kg também inibiram a producdo de KC
(Figura 4.5A), TNF-a (Figura 4.6A) e TGF-p (Figura 4.6B). A menor dose testada de
LASSBIi0-468 apenas demonstrou atividade inibitdria sobre a producdo de KC (Figura
4.5A).

4.4 Andlise da expressdo da proteina alfa-actina no pulmio de camundongos
silicoticos tratados com LASSBi0-468.

Visando investigar o envolvimento de miofibroblastos no modelo adotado, bem

como o potencial efeito modulador do LASSBIi0-468 sobre este tipo celular, avaliamos

30



a expressdo da proteina o-actina de musculo liso (a-SMA) no tecido pulmonar.

Verificamos que 0s animais controles apresentaram somente uma marcagao basal

50- ,
@l Silica

40 T [ + LASSBI0-468 (12,5 mg/kg)
S @@ + LASSBi0-468 (25 mg/kg)
g 301 % . ER + LASSBi0-468 (50 mg/kg)
= x * @l + LASSBio-468 (100 mg/kg)
= 201 B + Talidomida (50 mg/Kg)
O 10-

0- .

Figura 4.2: Analise morfomeétrica do pulméo de camundongos instilados com salina ou
silica (10 mg), tratados ou ndo com LASSBI0-468 (12,5 - 100 mg/Kg, p.o.) e talidomida
(50 mg/Kg, p.o.). Os resultados foram expressos como a media + erro padrdo da média
(n = 6 a 8 animais). +p<0,05 em comparacdo com o grupo salina; *p<0,05 em
comparagdo com o grupo silica.
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referente a presenca de células musculares lisas das vias aéreas (Figura 4.7A). No
entanto, foi constatada intensa marcacdo para a proteina no pulmdo de animais
silicéticos (Figura 4.7B). A analise qualitativa inicial indicou que o tratamento com as
doses de 50 mg/Kg (Figura 4.7C) e 100 mg/Kg (Figura 4.7D) de LASSBio-468
reduziram a expressao de a-SMA no tecido pulmonar. Posteriormente, esta avaliagao foi
comprovada por uma analise quantitativa da marcacdo apresentada no pulmdo dos
referidos grupos estudados, através da contagem de “pixels” por um software analisador
de imagem (Figura 4.8). O controle negativo do ensaio, que constou na omissédo da
incubacdo de amostra de tecido com o anticorpo priméario, garantiu especificidade a

reacao, uma vez que nao houve sinais de marcacgdo (Figura 4.7B — “Inset”).

4.5 Andalise da funcdo pulmonar de camundongos silicéticos tratados com
LASSBIi0-468 ou talidomida.

A avaliagdo da fungéo pulmonar revelou que os animais controles apresentaram
niveis de resisténcia basal compativeis com aqueles esperados, e que na condicdo de
estimulacdo com o agente bronconstritor colinérgico metacolina (3 — 27 mg/mL), sob a
forma de aerossol, houve um aumento progressivo da resposta de resisténcia pulmonar
(figura 4.9A).

No caso dos camundongos silicéticos, verificamos um aumento significativo nos
niveis basais de resisténcia em relacdo ao dos animais controles (Figura 4.9A). Quando
os animais silicoticos foram submetidos a estimulagdo com metacolina, detectamos uma
exacerbacdo da resposta, indicando um estado claro de hiper-reatividade das vias aéreas.
A administracdo curativa do composto LASSBIi0-468 (25 — 100 mg/Kg) aos animais
silicoticos ndo modificou o nivel basal aumentado, porém inibiu a resposta a metacolina
(Figura 4.9A). A analise do parametro de elastancia revelou que os animais controles
mostraram-se igualmente reativos quando expostos a aerolizacdo com metacolina
(figura 4.9B) e que os silicoticos responderam igualmente de forma exacerbada. O
composto LASSBIi0-468 (25 — 100 mg/Kg) inibiu de forma significativa o0 aumento da
elastancia tecidual verificada nos camundongos silicéticos (Figura 4.9B). Para fins de
comparacdo, foi utilizado tratamento com talidomida (50 mg/Kg), seguindo-se mesmo
protocolo experimental, e verificamos que o composto foi capaz de inibir o aumento

dos parametros de resisténcia (Figura 4.9A) e elastancia pulmonares (Figura 4.9B) nos
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animais silicoticos, com principal efeito sendo notado nas maiores concentragdes de

metacolina.

4.6 Analise da expressdo da proteina alfa-actina por miofibroblastos pulmonares in

vitro.

Buscando avaliar o potencial efeito direto do composto LASSBio-468 sobre
fibroblastos, desenvolvemos um sistema de cultura de fibroblastos pulmonares com
material proveniente de camundongos instilados com salina (controles) e com silica..
Iniciamos pela caracterizacdo fenotipica da populacdo de células obtidas apds digestdo
mecanica e enzimatica do pulmao de animais controles e silicéticos (7 dias). Para tanto,
foram utilizados os anticorpos anti-a-SMA, uma proteina constitutiva da populacédo de
células miofibroblasticas, e para citoqueratina, uma proteina marcadora de células
epiteliais. Como pode ser observado na figura 10, as celulas provenientes do pulméo de
animais normais (Figura 4.10A) e silicéticos (Figura 4.10B) apresentaram marcagédo
positiva para a-SMA e negativa para citoqueratina, indicando tratarem-se de

fibroblastos.

4.7 Avaliacdo da proliferacdo de miofibroblastos pulmonares pré-tratados com

LASSBIi0-468 ou talidomida e estimulados com IL-13 in vitro.

Na sequéncia, decidimos por avaliar comparativamente a resposta de ambas as
populacdes celulares frente a estimulacdo com IL-13, uma citocina implicada em uma
série de processos fisiopatologicos de natureza crénica, em funcéo da sua atividade pro-
fibrética. Observamos que tanto fibroblastos provenientes de animais normais (Figura
4.11A), bem como aqueles de animais silicéticos (Figura 4.11B), proliferaram na

presenca de rmlL-13 (40 ng/mL), muito embora estes ultimos tenham se mostrado mais
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Figura 4.3: Analise da deposicdo de colageno no pulmdo de camundongos instilados
com salina ou silica (10 mg), tratados ou ndo com LASSBIio0-468 (12,5 - 100 mg/Kg,
p.o.) e talidomida (50 mg/Kg, p.0.). O composto foi administrado uma vez ao dia, no
periodo de 21 — 27 dias pdés-silica, e as analises foram realizadas um dia apds. As

imagens sdo representativas de n de 6 a 8 animais por grupo. Coloragdo por Picrus

sirius. Barra = 100 um.
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responsivos. De forma interessante, foi possivel observar, também, um basal de resposta
de proliferacdo maior das células de animais silicoticos em comparacdo com
fibroblastos normais.

Investigando, entdo, o efeito do LASSBi0-468, verificamos que tanto as celulas
normais (Figura 4.12A), quanto as células de animais silicoticos (Figura 4.12B)
mostraram-se responsivas a estimulacdo com a IL-13. Enquanto o tratamento com
LASSBIi0-468 (Figura 4.12A) e talidomida (Figura 4.12C) ndo inibiram o aumento da
proliferacdo induzida por IL-13 em células de animais normais, observamos importante
atividade inibitéria do LASSBio-468 (10°M — 10*M) sobre a proliferacdo de células de
animais silicoticos (Figura 4.12B). A talidomida apresentou atividade inibitoria sobre a
proliferacdo de células de animais silicGticos somente nas maiores concentracdes
testadas (10°M e 10*M) (Figura 4.12D).

4.8 Avaliacdo da viabilidade de miofibroblastos pulmonares incubados com
LASSBIi0-468 e talidomida in vitro.

Na tentativa de avaliar o efeito dos compostos LASSBi0-468 e talidomida sobre
a taxa de viabilidade celular, foi realizada incubagdo com os referidos compostos por 24
horas e, posteriormente utilizado o ensaio de MTT. Verificamos que ndo houve variacdo
significativa no percentual de viabilidade de células de animais normais (Figura 4.13A e
Figura 4.13C) e celulas de animais silicoticos (Figura 4.13B e Figura 4.13D) tratadas

com LASSBI0-468 ou talidomida nas diferentes concentracdes testadas.

4.9 Avaliacdo da producido de TNF-a por macréfagos alveolares AMJ2C11 pré-

tratados com LASSBi0-468 ou talidomida e estimulados com silica in vitro.

Seguindo com a investigacdo acerca do efeito do LASSBio-468 sobre células
alvos importantes no contexto da silicose, nesta etapa avaliamos a populacdo de
macrofagos alveolares murinos (linhagem AMJ2C11) estimulados com silica in vitro.
Na figura 4.14, pode ser observado que as células estimuladas com silica (300 pg/mL)
responderam com aumento na producdo de TNF-a. O tratamento com LASSBio-468
(10°M — 10-*M) foi capaz de inibir a producdo de TNF-o induzida por silica nos

macro6fagos alveolares (Figura 4.14).
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Figura 4.4: Quantificacdo do conteldo de colageno no pulmdo de camundongos
instilados com salina ou silica (10 mg), tratados ou ndo com LASSBIi0-468 (12,5 - 100
mg/Kg, p.0.) ou talidomida (50 mg/Kg, p.o.). O tratamento foi feito uma vez ao dia, no
periodo de 21 — 27 dias pdés-silica, e as analises foram realizadas um dia apos. Os
resultados foram expressos como a média + erro padrédo da média (n = 6 a 8 animais).
+p<0,05 em comparagdo com o grupo salina; *p<0,05 em compara¢do com 0 grupo
silica.

4.10 Avaliacdo da producdo de IL-8 por células epiteliais A549 pré-tratados com

LASSBIi0-468 ou talidomida e estimulados com silica in vitro.

Por dltimo, porém ndo menos importante, avaliamos o efeito dos compostos
sobre células epiteliais alveolares humanas (linhagem A549). Verificamos que a
estimula¢do com silica (300 pug/mL) foi capaz de promover 0 aumento da producéo de
IL-8 por estas células (Figura 4.15A e Figura 4.15B), e que o tratamento com LASSBIo-

468 (Figura 4.15A) ou talidomida (Figura 4.15B) foi capaz de inibir a producdo desta
quimiocina.

4.11 Avaliacdo da viabilidade de células epiteliais A549 incubadas com LASSBio-
468 ou talidomida in vitro.

A anélise do efeito de tais compostos sobre a metabolizacdo de MTT pelas
células A549 mostrou que LASSBI0-468 (Figura 4.16A) e talidomida (Figura 4.16B)

ndo foram capazes de alterar de forma significativa viabilidade das células testadas.
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Figura 4.5: Andlise da producdo de quimiocinas KC (A) e MCP-1 (B) no pulméo de
camundongos instilados com salina ou silica (10 mg), tratados ou ndo com LASSBIo-
468 (12,5 - 100 mg/Kg, p.o.). O composto foi administrado uma vez ao dia, no periodo
de 21 — 27 dias pos-silica, e as andlises foram realizadas um dia ap06s. Os resultados
foram expressos como a média + erro padrdo da média(n = 6 a 8 animais). +p<0,05 em

comparagdo com o grupo salina; *p<0,05 em comparagdo com o grupo silica.
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Figura 4.6: Anélise da producéo de citocinas TNF-a (A) ¢ TGF-p (B) no pulmao de
camundongos instilados com salina ou silica (10 mg), tratados ou ndo com LASSBiIo-
468 (12,5 - 100 mg/Kg, p.o.). O tratamento foi feito uma vez ao dia, no periodo de 21 —
27 dias pos-silica, e as analises foram realizadas um dia apds. Os resultados foram
expressos como a média £ erro padrdo da média (n = 6 a 8 animais). +p<0,05 em

comparagdo com o grupo salina; *p<0,05 em comparagdo com o grupo silica.
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Figura 4.7: Analise da expressdo da proteina alfa-actina no pulmédo de camundongos
instilados com salina (A) ou silica (10 mg) (B), tratados ou ndo com LASSBIi0-468 (50
mg/Kg, p.o.) (C) e (100 mg/Kg, p.o.) (D). O composto foi administrado uma vez ao dia,
no periodo de 21 — 27 dias pés-silica, e as analises foram realizadas um dia ap06s. As

imagens sao representativas de n de 6 a 8 animais por grupo.
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Figura 4.8: Andlise da quantificacdo de pixels das fotomicrografias do pulméo de
camundongos instilados com salina ou silica (10 mg), tratados ou ndo com LASSBio-
468 (12,5 - 100 mg/Kg, p.o.). O composto foi administrado uma vez ao dia, no periodo
de 21 — 27 dias pos-silica, e as andlises foram realizadas um dia ap0s. Os resultados
foram expressos como a média x erro padrdo da média (n = 6 a 8 animais). +p<0,05 em

comparagdo com o grupo salina; *p<0,05 em comparacdo com o grupo silica.
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Figura 4.9: Analise da funcdo pulmonar de camundongos instilados com salina ou
silica (10 mg), tratados ou ndao com LASSBio-468 (12,5 - 100 mg/Kg, p.o.) ou
talidomida (50 mg/Kg, p.0.). Os compostos foram administrados uma vez ao dia, no
periodo de 21 — 27 dias pds-silica, e as analises foram realizadas 1 dia apds. As colunas
representam média * erro padrdo da média (n = 6 a 8 animais por grupo). +p<0,05 em

comparagdo com o grupo salina; *p<0,05 em comparacdo com o grupo silica
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Figura 4.10: Analise imunocitoquimica de miofibroblastos pulmonares de animais normais
(A) ou silicoticos (7 dias) (B) marcados para a-SMA (vermelho) e citoqueratina (verde)

(negativo) in vitro. (x40)
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Figura 4.11: Avaliacdo da proliferacdo de miofibroblastos pulmonares provenientes de
camundongos normais (A) e silicoticos (7 dias) (B), frente a estimulacdo com rmlL-13
in vitro (24h). Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média
(representativo de 3 ensaios). +p<0,05 em comparacdo com o grupo salina; *p<0,05 em

comparagdo com o grupo salina de animais normais.
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Figura 4.12: Avaliacdo da proliferacdo de miofibroblastos pulmonares provenientes de
camundongos normais (A) (C) e silicoticos (B) (D) pré-tratados com LASSBio-468
(10'M - 10™*M) (A) (B) ou talidomida (10°M — 10™*M) (C) (D) (1h), frente a
estimulacdo com rmlIL-13 in vitro (24h). Os resultados foram expressos como a média +
erro padrdo da média (representativo de 3 ensaios). +p<0,05 em compara¢do com 0
grupo salina; *p<0,05 em comparacdo com o grupo silica das respectivas condicdes

celulares.
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Figura 4.13: Avaliacdo da viabilidade de miofibroblastos provenientes de
camundongos normais (A) (C) e silicoticos (B) (D) incubados com LASSBio-468
(10"M — 10*M) (A) (B) e com talidomida (10"M — 10*M) (C) (D) in vitro (24h). Os
resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (representativo de 3

ensaios).
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Figura 4.14: Avaliagdo da producdo de TNF-a por macrofagos alveolares AMJ2C11
pré-tratados com LASSBi0-468 (10'M — 10™M) (A) ou talidomida (10”'M — 10*M) (B)
(1 horas), frente a estimulacdo com silica in vitro (24h). Os resultados foram expressos
como a média £ erro padrdo da média (representativo de 2 ensaios). +p<0,05 em
comparagdo com o grupo ndo-estimulado; *p<0,05 em comparacdo com 0 grupo

estimulado com silica.

46



1500~
—~ +
= 1000-
£
2 %
o *
i 5007
0_
Silica (300 pg/mL): - + + + +
LASSBIio-468 (M): - - 10%  10° 10*
B
1500-
—~ +
EI 1000+
g T .
z 500+ T x
0 ! T T
Silica (300 pg/mL): - + + + +
Talidomida (M): - - 10°  10° 10"

Figura 4.15: Avaliacdo da producdo de IL-8 por celulas epiteliais A549 pré-tratadas
com LASSBi0-468 (10"M — 10™*M) (A) ou talidomida (10"M — 10™*M) (B) (1h), frente
a estimulacdo com silica in vitro (24h). Os resultados foram expressos como a média +
erro padrdo da média (representativo de 3 ensaios). +p<0,05 em compara¢do com 0

grupo nao-estimulado; *p<0,05 em comparacdo com o grupo estimulado com silica.
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Figura 4.16: Avaliacdo da viabilidade de células epiteliais A549 incubadas com
LASSBi0-468 (10°M — 10™*M) (A) e com talidomida (10°M — 10*M) (B) in vitro
(24h). Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média

(representativo de 3 ensaios).
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5. Discussao

A silicose é uma doenca de carater ocupacional causada pela inalacdo de
particulas de silica e que pode ser prevenida pelo uso de equipamentos de protecdo
apropriados, porém continua a ser, dentre as pneumoconioses, uma importante causa de
morbidade e mortalidade ao redor do mundo (121). O principal agravante é o fato de
que, até o presente momento, ndo existe uma terapia verdadeiramente efetiva para a
doenga em questéo (12).

Considerando as diversas células envolvidas e os mediadores liberados na
fisiopatologia da silicose, podemos destacar o0 TNF-a como um contribuinte central para
a manutencdo e ampliacéo das lesdes causadas pela silica no tecido pulmonar, tanto em
humanos, como em modelos experimentais. A amplitude destas acdes estabelece este
mediador como um dos principais alvos terapéuticos nesta patologia.

Diversas sdo as estratégias farmacoldgicas existentes que objetivam, em
determinadas patologias, a minimizacdo as acdes do TNF-a, como o uso de anticorpos
neutralizadores. Com aplicabilidade e respostas benéficas variaveis, a busca por
compostos que sejam seguros e efetivos nesta intervencdo permanece um desafio. Um
dos mais antigos farmacos dotados de acdo sobre 0 TNF-a ¢ a talidomida (112). Apesar
do uso terapéutico em patologias especificas, como no eritema nodoso leproso, e de seu
papel imunomodulador, a terapia com talidomida esta atrelada a uma série de efeitos
adversos como constipacao, vertigem, edema, fadiga, mudancgas emocionais, neuropatia
periférica, além da teratogénese extensivamente documentada a partir da década de 60
do século XX (122, 123). Apesar de raros, ja foram também reportados casos de
embolia pulmonar e pneumonia intersticial relacionados ao uso da talidomida (124).
Estes fatos justificam a busca por compostos dotados de acbes semelhantes a
talidomida, porém livres das limitacfes associadas ao uso terapéutico da mesma (110,
125). Tomando por base as observacdes acima, no presente trabalho investigamos o
potencial efeito de um composto ftalimidico derivado da talidomida sobre 0 modelo de
silicose experimental murina.

Nossos resultados mostraram a existéncia de alteracfes na mecanica respiratoria
de animais silicéticos, em relacdo aos controles, evidenciadas pelo aumento da
resisténcia e elastancia teciduais, assim como pela existéncia de hiper-reatividade das

vias aéreas. Estes achados estdo em concordancia com o observado em humanos,
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quando foi verificado que a evolucdo da doenca de fato implicou no desenvolvimento
de graves limitacdes na funcédo respiratdria (126, 127), inclusive com a apresentacdo de
um quadro de hiper-reatividade (128). Apesar de alguns trabalhos apontarem para as
alteracbes nos parametros de funcdo respiratoria em pacientes portadores de doencas
fibroticas pulmonares, mais estudos sdo ainda necessarios para o entendimento da
génese do quadro e dos principais fatores a ele relacionados.

As particulas de silica séo de dificil remog¢do do parénquima pulmonar, o que faz
com que o mineral permanega no tecido, estimulando células residentes e inflamatdrias,
direcionando a resposta inflamatéria e orquestrando a formacdo de nddulos silicoticos
(129). A resposta fibrdtica, sucessora e/ou co-existente a reacdo inflamatdria inicial,
contribui para as alteragdes na fungdo pulmonar dos animais silicéticos através de
eventos como a proliferacdo de celulas mesenquimais e da deposicao de elementos de
matriz extracelular que promovem mudancas na arquitetura e funcionalidade do 6rgéo
(130) (131). Nossos resultados mostraram que as alteragdes na mecénica respiratoria
dos animais silicdticos foram acompanhadas por um importante infiltrado inflamatorio e
pelo aumento na deposicdo de coldgeno no parénquima pulmonar, como evidenciado
nas analises histoldgicas e morfomeétricas, bem como pela quantificacdo do contetdo de
colédgeno pulmonar.

A progressao da inflamacao e fibrose envolve a participacdo de uma ampla gama
de mediadores com destaque para as quimiocinas e citocinas (39, 54). Em nosso modelo
experimental de silicose, verificamos o aumento nos niveis das quimiocinas KC e MCP-
1, bem como das citocinas TNF-a e TGF-f no tecido pulmonar. A participa¢do de KC e
MCP-1 reflete a acdo de ambas no processo de recrutamento celular com especial foco
em neutréfilos e em monadcitos, respectivamente (49, 54). A amplitude das agdes das
citocinas agrega complexidade aos eventos tissulares que sucedem a inalacdo das
particulas de silica. Previamente foi demonstrado que os macréfagos obtidos de animais
silicdticos ou de pacientes com fibrose pulmonar produzem TNF-a ¢ TGF-p, citocinas
detentoras de potentes a¢Oes pro-inflamatdrias e fibroticas (132, 133). O TNF-a possui
um amplo espectro de acbes e tem seus receptores expressos na maioria das células
inflamatdrias, o que certamente auxilia na finalizacdo do efeito (134).

Os altos niveis de TNF-o detectados no tecido pulmonar de animais silicoticos
estdo associados a marcos da resposta fibrogénica pulmonar em questdo. Esta citocina,
assim como ja& documentado na literatura, é capaz de estimular a diferenciacdo de

fibroblastos em seu fenétipo ativado de miofibroblastos (90). O surgimento deste perfil
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celular no curso de uma resposta patolégica comumente esta vinculado a processos de
reparo que envolvem a proliferacdo celular e a sintese de proteinas de matriz (69). Os
resultados obtidos neste trabalho reafirmam esta relagdio uma vez que, animais
silicéticos apresentaram expressiva marcacdo para a proteina a-SMA no tecido
pulmonar. Trata-se de um indicativo indireto da presenca de miofibroblastos neste
processo, que podem estar sendo municiados pelos altos niveis de TNF-a circulante.

A presenca macica de células com caracteristicas de miofibroblastos no pulméo
de animais silicdticos justifica também a elevada deposicdo de colageno tissular
encontrada, uma vez que estas células apresentam destacado perfil produtor de
elementos de matriz extracelular (69). Além disso, conforme comprovado pela
quantificacdo de mediadores presentes no tecido pulmonar, o aumento dos niveis de
TGF-B no pulmao de animais silicoticos certamente esta associado a esta ativa¢dao, uma
vez que, além de atuar em outros tipos celulares importantes, este mediador é capaz de
estimular a proliferacdo e liberacdo de colageno e/ou mediadores inflamatérios por
miofibroblastos (131, 135).

Visando melhor detalhar a participacdo deste perfil celular em nosso modelo
experimental de silicose, realizamos uma abordagem de analise in vitro da
funcionalidade de miofibroblastos pulmonares com foco sobre a proliferacédo celular.
Estabelecemos uma cultura priméaria de miofibroblastos e comprovamos, através de
imunocitoquimica, a expressdo de a-SMA nestas células recuperadas de animais
normais e silicéticos de fase aguda. Verificamos também que as células, tanto de
animais normais, quanto de animais silicoticos, mostraram-se responsivas a estimulacao
com IL-13, no que diz respeito a proliferacao celular. De forma original, constatamos
também neste trabalho que os miofibroblastos silicéticos apresentaram niveis basais de
proliferacdo aumentados, o que reforca o fato de exposicdo destas células a um
ambiente de indices elevados de mediadores inflamatérios e pré-fibréticos circulantes,
justificando a condicdo de maior reatividade apresentada.

A reacdo inflamatdria associada a silicose é caracterizada pelo envolvimento de
outros tipos celulares importantes, como macrofagos e células epiteliais, que
contribuem para o quadro patolégico secretando enzimas proteoliticas, espécies reativas
de oxigénio e mediadores inflamat6rios que, em conjunto, auxiliam na ativacdo de
outros tipos celulares (136). Cientes desta importancia, avaliamos a resposta in vitro de
macrofagos alveolares de linhagem ao estimulo direto com particulas de silica. A partir

desta analise, verificamos que o0s macrofagos responderam a esta estimulagdo
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aumentando a taxa de producdo de TNF-o. Trata-se de uma abordagem interessante e
explicativa em relacdo ao inicio de resposta do sistema imune a presenca das particulas
de silica, uma vez que macrdfagos correspondem a uma das primeiras células a
interagirem com estas particulas ap0ds a sua inalacdo (56). Estes dados sdo corroborados
por outros que apontam a ativacdo de macrofagos por silica e reafirmam o TNF-o. como
um dos protagonistas do disparo da resposta inflamatéria e fibrotica inicial na silicose
(16, 50, 121).

Em relacdo as células epiteliais, a adocdo de cultura de células especificas e a
posterior estimulacdo com silica in vitro nos evidenciou a capacidade das mesmas em
produzir IL-8, um mediador responsavel pelo recrutamento de neutréfilos (137). Esta
resposta de quimioatracdo de neutrofilos para o foco da lesdo ilustra, além de sua fungéo
estrutural, a habilidade de resposta destas células a um estimulo lesivo, além de
justificar como neutréfilos possam estar chegando ao tecido pulmonar na silicose (59,
138, 139).

Os achados expostos neste trabalho em relacdo ao modelo de silicose murina
experimental adotado, bem como as analises in vitro de células isoladas, nos garantiu
recursos suficientes para explorarmos a acdo do LASSBi0-468 no contexto de uma
patologia orfa de ferramentas terapéuticas eficazes. O fato do composto em questédo
derivar também da talidomida e apresentar resultados interessantes em trabalhos
abordagem (116, 117).

Nas nossas condicdes experimentais, verificamos que o tratamento curativo com
0 LASSBIi0-468 foi capaz de promover substancial melhora da funcdo pulmonar de
animais silicéticos, com significativa reducdo do quadro de aumento de resisténcia e
elastancia pulmonares, bem como da hiper-reatividade das vias aéreas revelada na
condicdo de estimulacdo com metacolina, inclusive em doses menores do que a
utilizada para a talidomida. Tomando por base os achados prévios indicativos do efeito
inibitorio do composto sobre a geragdo de TNF-a, poderiamos implicar este mediador
na resposta de comprometimento da funcdo pulmonar nos animais silicoticos. Estes
achados sdo suportados por outros anteriormente obtidos por nosso grupo que
mostraram a capacidade do TNF-a, quando instilado intranasalmente, em induzir hiper-
reatividade das vias aéreas (115).

O tratamento com LASSBIi0-468 também se mostrou eficaz em diminuir o

infiltrado inflamatorio presente no tecido pulmonar de animais silicéticos, além de atuar
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reduzindo a resposta fibrogénica e a formacgdo de granulomas. A reducdo do infiltrado
inflamatorio, além de uma maior preservacdo do parénquima pulmonar dos animais
silicéticos tratados com o composto LASSBIi0-468, provavelmente, contribuiu para a
melhora na funcdo pulmonar acessada. Estes eventos podem estar relacionados também
a uma reducdo nas a¢des do TNF-a, uma vez que ja foi demonstrado que camundongos
nocautes para o receptor TNFR1 quando estimulados com silica apresentaram resposta
inflamatoria e fibrotica marcadamente reduzida em comparacdo aos animais selvagens
(115).

A reducdo na presenca de celulas inflamatoérias no pulméo de animais silicoticos
tratados com LASSBIi0-468 pode ser justificada pela diminuicdo da producdo das
quimiocinas MCP-1 e KC, importantes no recrutamento de células inflamatorias
atuantes na silicose (78). Niveis menores de TNF-o também sdao fundamentais neste
contexto uma vez que este mediador modula positivamente a expressdo de moléculas de
adesd@o importantes nos processos quimiotaticos (90, 140).

A inibicdo da deposicdo de colageno induzida pelo composto e revelada em
nossos resultados parece intimamente relacionada a diminuicdo da presenca de células
com marcacao positiva para a-SMA, correspondendo ao fendtipo celular de fibroblastos
ativados. Gracas ao grande potencial secretério de mediadores por fibroblastos e,
principalmente, de componentes de matriz extracelular, a reducdo da acao destas células
acarreta na maior preservacdo da arquitetura pulmonar, com menor acimulo de tecido
granulomatoso e consequente melhora da funcdo pulmonar dos animais silicoticos
tratados com LASSBIi0-468. Mais ainda, a inibicdo da deposicdo de colageno pelo
composto teste pode ser também atribuida a reducdo nos niveis de TGF-B ¢ TNF-a
detectados no tecido pulmonar, reconhecidos fatores profibroticos (81, 141). Estes
pontos estdo em concordancia com dados ja verificados na literatura destacando,
inclusive, o potencial inibitério do LASSBIi0-468 sobre a formacdo de granulomas no
tecido hepatico em um modelo experimental de artrite reumatdide, que também envolve
niveis elevados de TNF-a (117).

Buscando aprofundar a compreensdo sobre as acbes do LASSBio-468 em
células chaves no contexto da silicose, utilizamos o composto, bem como a talidomida,
nos ensaios em cultura celular previamente estabelecidos. Em miofibroblastos
pulmonares, o LASSBIi0-468 destacou-se por apresentar atividade inibitoria sobre a

proliferacdo destas células induzida pela citocina pro-fibrética IL-13. Ainda que a
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talidomida também tenha reduzido a proliferacdo de miofibroblastos nestes ensaios,
LASSBI0-468 foi capaz de acdo semelhante em concentracdo ainda menor.

Em relacdo a macrdfagos alveolares estimulados diretamente com silica,
verificamos que o composto LASSBIi0-468 foi capaz de inibir a producdo de TNF-a por
estas células. Trata-se de um resultado interessante uma vez que a modulagdo negativa
da producdo de TNF-a por macréfagos corresponde a um evento terapeuticamente
valioso no contexto da silicose, pela importancia do TNF-a na fisiopatologia e por
macréfagos serem considerados um dos principais produtores deste mediador (16, 98).

Analisando a acdo do composto sobre células epiteliais, demonstramos que o
tratamento com LASSBIi0-468 foi capaz de inibir a producdo de IL-8 por células A549
estimuladas com silica in vitro, assim como a talidomida também o fez. A producéo de
IL-8 em resposta a silica, ainda que compondo uma andlise in vitro, explica e pode
contribuir para a ocorréncia de intenso infiltrado celular, com composicéo expressiva de
neutrofilos, encontrado no curso de resposta patologica associada a silicose (22, 138).

Ainda ndo ha uma definicdo exata a respeito do mecanismo de acdo do
LASSBI0-468 sobre as a¢cdes do TNF-a. Preliminarmente, verificamos que o LASSBio-
468 desempenhou seu papel farmacoldgico sobre miofibroblastos pulmonares e células
epiteliais sem conduzir as mesmas a morte celular, sugerindo que o composto atuou por
mecanismos outros capazes de reduzir a proliferacdo celular e secrecdo de IL-8,
respectivamente. O fato do composto teste também derivar de um inibidor de PDE-4,
poderia nos levar a acreditar que suas ac¢6es antiinflamatorias e anti-fibroticas estariam
vinculadas a este ponto, também conhecido por limitar a atuacdo do TNF-o (142). No
entanto, dados preliminares revelaram que o potencial inibitério do LASSBIi0-468 sobre
PDE-4 é muitissimo limitado (116). O mais plausivel é que o composto avaliado neste
trabalho desempenhe suas agdes através de outro mecanismo.

Por derivar da talidomida, poderiamos especular acdes farmacoldgicas
semelhantes para o LASSBIi0-468, como aumentar a instabilidade de transcritos de
TNF-a, culminando na sua degradacao (143). Outro ponto que poderia estar ligado as
acOes do LASSBIi0-468, seria o fator nuclear Kappa B (NF-xB), um fator de transcricdo
diretamente envolvido em processos inflamatorios, o qual também ja foi demonstrado
que a talidomida é capaz de modular (144). No entanto, especialmente em nosso modelo
experimental de silicose, mais ensaios necessitam ser realizados para 0 acesso preciso a

esta informacao.
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6. Concluséo:

Nossos resultados mostram que:

e A administracdo terapéutica do composto ftalimidico LASSBio-468 foi capaz de
inibir o componente inflamatério e fibrdtico associado a silicose murina,
conforme atestado pela diminuicdo do infiltrado celular, formacdo de
granulomas e deposicéo de colageno no tecido pulmonar;

e O composto LASSBi0-468 atenuou 0 comprometimento da funcdo pulmonar de
animais silicoticos (resisténcia e elastancia), bem como a resposta de hiper-
reatividade das vias aéreas a metacolina. Verificamos também inibigdo pelo
composto LASSBIi0-468 sobre a geracdo de quimiocinas (KC e MCP-1) e
citocinas (TGF-B e TNFa) no tecido pulmonar de animais silicoticos.

e A presenca de células positivas para a-SMA no pulméo de animais silicéticos
foi sensivel ao tratamento com 0 composto;

e Fibroblastos pulmonares provenientes de animais silicéticos mostraram nivel de
proliferacdo basal superior ao observado no caso de células controles, enquanto
que ambas as populacdes celulares foram estimuladas pela citocina IL-13. O
composto LASSBIi0-468 inibiu a resposta das primeiras células dos animais
silicoticos, porém falhou no caso das células controles.

e A geracdo de TNF-a e¢ IL-8 por macrofagos alveolares e células epiteliais,
respectivamente, foi sensivel ao tratamento com LASSBIi0-468;

e A talidomida apresentou perfil inibitorio similar ao composto LASSBio-468 em

ambos 0s sistemas in vivo e in vitro.

Em conjunto, nossos resultados mostram que o tratamento terapéutico com o
composto LASSBIi0-468 foi efetivo em inibir o comprometimento da funcédo pulmonar e
a resposta fibrotica granulomatosa em camundongos silicéticos, reduzindo a deposicao
de material fibroso nos pulmdes e modulando farmacologicamente as acGes de
diferentes tipos celulares, 0 que em conjunto sugere que o referido composto pode

constituir uma ferramenta com potencial de aplicacdo na terapia da silicose.
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