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Participacao do fator inibidor da migracao de macroéfagos (MIF) no processo
inflamatério pulmonar induzido por silica em camundongos.

RESUMO

A silicose € a pneumoconiose de maior prevaléncia no Brasil e resulta da exposi¢cao as
particulas de silica cristalina, sendo caracterizada por infiltrado inflamatério, deposi¢ao de
coldgeno e formacdo de granulomas, em um contexto dependente de uma gama de
mediadores. O fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF) € uma citocina pro-
inflamatoéria atuante em diferentes tipos de patologias, sendo importante em respostas imunes
e nos mecanismos decorrentes do dano tecidual. Neste trabalho, investigamos a participagcdo
do MIF no modelo experimental de silicose murina. Camundongos “wild-type” (BALB/c) e
MIF “knockout” (MIF"") foram submetidos & instilacao intranasal com 10 mg de silica, sendo
as andlises realizadas 7 (fase aguda) e 28 dias (fase cronica) pds-silica. Verificamos a
existéncia de um aumento significativo no nimero de leucdcitos totais no lavado
broncoalveolar de camundongos silicéticos em 7 dias. O mesmo perfil foi observado no caso
de células mononucleares e neutréfilos, enquanto que o nimero destes Ultimos permaneceu
elevado por pelo menos 28 dias. A andlise tecidual revelou a presenca de um intenso
infiltrado de células inflamatérias 7 dias pds-silica, seguido de progressdo da resposta
fibrética com formagao de granulomas peribronquiolares em 28 dias. Vimos, também, que os
camundongos silicéticos exibiram um aumento na deposi¢do de coldgeno nos pulmoes,
quando comparados aos controles, juntamente com elevagdo significativa nos niveis das
quimiocinas MIP-1a. MIP-2 e das citocinas fibrogénicas TNF-a e TGF-, em ambos os
tempos analisados. Esse fenomeno apresentou correlagdo direta com o quadro de
comprometimento da fung¢do pulmonar (aumento de resisténcia e elastincia) e de
hiperreatividade das vias aéreas ao agente broncoconstrictor metacolina. Os camundongos
MIF" silica apresentaram, ainda, na fase aguda, reducdo nos niveis de MIP-1a e MIP-2, em
paralelo a um menor infiltrado leucocitdrio, expressdao diminuida do marcador F4/80 e de
menor propor¢do dos granulomas, acompanhado por redu¢do da resposta de hiperreatividade
das vias aéreas. Em contraste, foi verificado processo exacerbado de granulomas no pulmao
dos camundongos silica MIF™ 28 dias pOs-silica, através da detec¢do de marcado aumento na
area tecidual ocupada por granulomas, menor deposicdo de coldgeno e niveis elevados de
TNF-a e TGF-B, quando comparados aos camundongos “wild-type”. Além disso, foi
detectada, na fase cronica da doenca, uma expressdo elevada de a-SMA no pulmio de
camundongos silica MIF™", refletindo a presenca de miofibroblastos. Observamos, ainda, que
camundongos silicéticos tratados com anticorpo neutralizante anti-MIF apresentaram
comprometimento da fung¢do pulmonar e alteragdes morfoldgicas no tecido pulmonar
reduzidos, indicando a participacao do MIF como mediador pré-inflamatério de fase aguda da
silicose. Em conclusdo, nossos resultados indicam que o MIF coloca-se como um mediador
atuante na modulagcdo do quadro silicético, constituindo um potencial alvo para intervencao
terapéutica no caso da doenga humana.
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Participacao do fator inibidor da migracao de macroéfagos (MIF) no processo
inflamatério pulmonar induzido por silica em camundongos.

ABSTRACT

Silicosis is the pneumoconiosis of highest prevalence in Brazil and is caused by the inhalation
of crystalline silica particles, being characterized by inflammation, collagen deposition and
granuloma formation, in a way dependent on a wide range of mediators. Macrophage
migration inhibitory factor (MIF) is a proinflammatory cytokine postulated to participate in
several inflammatory diseases and in immune responses. This study was undertaken in order
to investigate the potential role of MIF in a model of experimental silicosis in mice. Wild-type
(BALB/c) and MIF knockout (MIF'/ ") mice were injected intranasally with 10mg of silica, and
the analyses made on day 7 (acute phase) and 28 (chronic phase). We showed that there is an
increase in the number of total leukocytes in the bronchoalveolar lavage of silica-exposed
mice, on day 7 after silicosis induction. A similar profile was noted in the case of
mononuclear cells and neutrophil, under conditions where the latter remained elevated for at
least 28 days. Tissue analyses revealed that there is a marked inflammatory cell infiltration on
day 7, followed by fibrotic response progression with peribronchiolar granuloma formation on
day 28. We also noted that silicotic mice exhibited an increase in the collagen deposition and
a marked increase in the levels of MIP-1a and MIP-2 in the lung tissue, in parallel to an
increase in the levels of fibrogenic cytokines TNF-a e TGF-f at both time-points analyzed.
These phenomena directly correlated with the reduced in the pulmonary function (increased
resistance and elastance) and the airways hyperreactivity to methacholine. At the acute phase,
MIF” silicotic mice showed suppression of lung function reduction and airway
hyperreactivity to methacholine. They also exhibited less leukocyte infiltration, lower levels
of MIP-1a and MIP-2 and F4/80 expression and granuloma area. In contrast, at the chronic
phase, a marked increased in granuloma tissue area was detected MIF" silicotic mice, as
compared to WT mice, together with lower collagen deposition and higher levels of TNF-a
and TGF-f. An increase in the expression of a-SMA in the lungs of MIF™ silicotic mice was
also noted. When silicotic mice were treated with anti-MIF antibody significant inhibition of
the reduced pulmonary function and tissue damage were noted, indicating a role for MIF as a
proinflammatory mediator in silicosis. In conclusion, our results clearly show that MIF seems
to play a relevant modulatory role in the physiopathology of silicosis and could be considered
as a potential therapeutic target in human disease.
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1. Introducao
1.1 Pulmao

Um diversificado conjunto de patologias acomete o trato respiratério ocasionando o
aparecimento de uma resposta inflamatéria pulmonar aguda, a qual € seguida em tempos mais
tardios, pelo desencadeamento de um processo fisioldgico de reparo, conhecido como
remodelamento tecidual. Em conjunto, esses eventos levam a uma progressiva alteragdo da
arquitetura das vias aéreas, reduzindo o processo de trocas gasosas e conseqiiente perda

funcional do 6rgio (Caramori and Adcock, 2003, Rimal ez al., 2005).

As respostas do trato respiratorio a agressdo e os padrdes resultantes de doencas sio
determinados, principalmente, pela complexidade estrutural e funcional do sistema. O pulmao
€ um 6rgao que apresenta contato permanente com o meio externo, € dessa maneira, a maioria
das doengas € causada por agentes potencialmente lesivos que chegam com o ar inspirado,
como microorganismos, particulas toxicas e gases do ar ambiental. Apesar da constante
aspiracdo didria de secregcdes orofaringeas, a arvore respiratoria € dotada de um apurado
sistema de detoxicacdo e defesa que incluem barreiras anatdbmicas e mecanicas, atividade

humoral, fun¢do imune celular e atividade fagocitica.

O pulmao € um 6rgao que atua de forma efetiva no fendmeno vital de trocas gasosas.
Seu sistema de condugdo representado pela arvore respiratéria consiste na traquéia, que se
ramifica em dois tubos denominados bronquios (bronquio direito e esquerdo) e estes,
subdividem-se em vias aéreas menores a medida que penetram no pulmao, constituindo os
bronquiolos e terminando em uma estrutura sacular conhecida como alvéolo, sitio para a
realizacdo da fun¢d@o primordial de trocas gasosas (Kobzik et al., 1999). As paredes alveolares
nao sao solidas, isto é, s@o constituidas por poros (poros de Kohn), e dessa maneira,

encontram-se freqlientemente susceptiveis a respostas de natureza inflamatdria.

As disfungdes pulmonares podem ser classificadas em termos de sua topologia,
etiologia ou de acordo com o distirbio fisiopatoldégico por elas desencadeado. Doengas
respiratérias que acometem as trocas gasosas podem ser dividas principalmente em
obstrutivas e restritivas, sendo as primeiras caracterizadas pela reducdo do fluxo aéreo,

causada pelo estreitamento ou obstru¢do das vias aéreas e exemplificada pela asma; e as



ultimas que afetam a capacidade pulmonar pelo limite na expansibilidade, como observado

nas pneumoconioses (Gillissen et al., 2006).
1.2 Pneumoconioses

O termo pneumoconiose deriva do grego pneumon, que significa pulmao, e conion,
que significa poeira, e foi proposto por Zenker em 1866, para designar um grupo de doengas
que se originam de exposi¢do as poeiras minerais. Em 1971, esse termo foi redefinido como
sendo "o acimulo de poeiras nos pulmdes e a reacdo tecidual a sua presenca" e define como
poeira, um aerossol composto de particulas sélidas (Sadde, 1997).

As pneumoconioses podem ser classificadas em fibrogénicas e ndo-fibrogénicas de
acordo com a toxicologia especifica dos agentes inalados e do grau de comprometimento
estrutural e funcional da lesdo pulmonar. As pneumoconioses fibrogénicas como o termo
sugere, englobam as reacdes pulmonares a inalacio de material particulado (como por
exemplo, particulas de silica) que acarretam processo de fibrose intersticial do parénquima
pulmonar.

A caracteristica comum deste grupo de doenga € a restricdo funcional (patologia
pulmonar restritiva), com conseqiiente diminui¢do da expansibilidade do parénquima

pulmonar, interferindo no curso dindmico das trocas gasosas no pulmao.
1.3 Dio6xido de Silicio

O termo silica refere-se ao composto quimico de didxido de silicio, SiO,, presente nas
formas cristalina e amorfa, sendo a primeira de maior importincia no contexto ocupacional, j&

que a forma amorfa € considerada praticamente atoxica para os pulmoes (Balaan et al., 1993).

O didxido de silicio é um composto bindrio formado por oxigénio e silicio, sendo
esses dois elementos os mais abundantes na crosta da Terra (constituindo em cerca de 60% do
seu peso total). Na silica cristalina, esses elementos encontram-se agrupados dentro de um
padrdo regular que abrange todo o cristal, formando uma rede de tetraedros, cujo centro é
ocupado pelo silicio e os vértices por dtomos de oxigénio. Os trés arranjos estruturais mais
importantes da silica cristalina, sob o ponto de vista da saide ocupacional sdo o quartzo, a
tridimita e a cristobalita, que sdo chamadas de silica livre ou silica ndo combinada para
distingui-las dos demais silicatos. Essas trés formas diferem em suas distribui¢des atOmicas,
embora apresentem as mesmas composi¢des quimicas. O quartzo, mineral de natureza dura

encontrado em rochas sedimentares e componente principal da areia, é a forma



termodinamicamente estdvel da silica cristalina, j4 que os outros arranjos sdo formados sob
condi¢cdes de alta temperatura. Pela sua abundancia e por ser proveniente de vdrias eras
geoldgicas, a silica é o principal constituinte dos materiais de construcio, além de apresentar
numerosas aplicagdes especializadas. Dessa forma, os trabalhadores podem ser expostos a

silica cristalina em uma grande variedade de atividades que incluem:

= Escavagao de pogos

= Fabricagdo de material abrasivo

= Industria Extrativista (mineracio e perfuracao de rochas)
= Jateamento de areia

= Industria de Transformacao: ceramicas

=  Producdo e uso de tijolos refratdrios

Na sua forma amorfa, a silica é utilizada basicamente como dessecante, conhecida
como silica gel. Alguns estudos sugerem que poeiras contendo silica livre cristalina, geradas
recentemente, como em operagdes envolvendo jateamento de areia e perfuracdo de rochas,
possuem maior toxicidade para as células do pulmio, quando comparadas com poeiras
geradas hd mais tempo (Castranova et al., 1996, Fubini et al, 2001). Isso se deve
principalmente, a geracdo de radicais livres na superficie da poeira, sendo formados radicais
de oxigénio livre como o anion superdéxido (O;) e radicais hidroxilas (OH’), altamente
reativos na presenca de metais. Dessa maneira, as caracteristicas de clivagem e as
propriedades de superficie da silica podem influenciar sua atividade biolégica nos

organismos.

A deposicao das particulas de silica no pulmdo depende de suas caracteristicas
aerodinamicas, como tamanho e massa. Enquanto as particulas com tamanho maior que 10
um de massa média de didmetro aerodindmico (MMAD) ficam retidas na cavidade nasal, as
particulas entre 5 a 10 pm se depositam nos bronquios e bronquiolos. As particulas menores,
variando entre 0,5 — 5 um penetram nos bronquiolos terminais e nos alvéolos, provocando
progressiva faléncia respiratéria. No pulmao humano, tem sido verificado que as particulas de

silica retidas apresentam diametros entre 0,5 — 0,7 um.



Em 1994, Parkes descreveu a associacio entre o carcinoma broncogénico e pacientes
com silicose. A Organizacdo Mundial de Sadde afirmou que ndo hd risco de cancer de pulmao
em exposi¢des ocupacionais até 40 ug/m3 (OMS, 1986). No entanto, o parecer publicado pela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer da OMS - “International Agency for Research
on Cancer” (IARC, 1997) relata haver evidéncias suficientes em humanos e em animais de
experimentacdo de que a silica cristalina inalada na forma de quartzo ou cristobalita,
provenientes de fontes ocupacionais, € carcinogénica, sendo classificada como substincia do

grupo 1.
1.4 Silicose

Pneumoconiose de maior prevaléncia no Brasil, a silicose é uma doenca do
parénquima pulmonar causada pela inalacio de poeiras contendo particulas de silica
cristalina. E conhecida desde a época da Antiguidade, em civiliza¢des como Grécia, Roma e
Egito, onde se destacavam atividades como a mineracio e produgdo de pedras decorativas e
logo no periodo do Renascimento foram adotadas as primeiras medidas preventivas, como por
exemplo, o uso de mdscaras de protecdo (Fujimura, 2000). Apés a Revolug¢dao Industrial
(século XVIII), periodo de intensa transformagdo de recursos naturais e mecanizagdo dos
sistemas de producdo, o indice de expressdo de silicose aumentou de forma significativa,

afetando principalmente paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento.

Em geral, a silicose é diagnosticada por radiografia de térax simples, revelando a
presenca de nddulos nas regides superiores dos pulmdes. Uma vez exposto a silica, o paciente
apresenta progressao continua e irreversivel da doenca, acarretando insufici€ncia respiratdria
cronica, decorrente da alteracdo na ventilagdo pulmonar, o que torna um fator limitante para
as atividades cotidianas (Godleski, 1994). Sdo estabelecidas crescentes regulamentacdes e
normas de seguranga quanto ao limite de exposi¢do ocupacional a silica (Chen et al., 2001,
Greaves, 2000), visto que a ocorréncia da silicose depende de fatores como: a susceptibilidade
individual, o tamanho das particulas, o tempo de exposi¢do (volume/minuto) e a concentracao

de silica livre respiravel.

1.4.1 Epidemiologia

A silicose representa um sério problema de saide publica, uma vez que, apesar da
crescente conscientizagdo de empresas e trabalhadores e aplicacdo de medidas de controle a

exposicdo de poeiras, dados epidemioldgicos mostram que os indices de incidéncia e



prevaléncia continuam altos, principalmente em paises com condic¢des de trabalho precérias, o

que leva a um risco maior de manifestacdo/ocorréncia.

No Vietna, a silicose € considerada uma das doengas ocupacionais mais prevalentes,
sendo também uma das maiores causas de concessdo de beneficios previdenciarios aos
trabalhadores (90%). Dados recentes mostram que o nimero de casos acumulados até o
momento € de aproximadamente 9.000. Na China, em 1990, houve o registro de
aproximadamente 360.000 casos de pneumoconioses. Durante o periodo de 1991-1995,
documentou-se mais de 500.000 casos de silicose, com quase 6.000 casos novos ocorrendo a
cada ano e mais de 24.000 mortes por ano, a maior parte entre trabalhadores idosos. Na India,
uma prevaléncia de silicose de 55% foi encontrada entre os trabalhadores, muitos deles
jovens, trabalhando em pedreiras de rochas sedimentérias de xisto em locais pequenos e mal

ventilados. Estudos na Maldsia mostram uma prevaléncia de silicose de 25% em trabalhadores

em pedreiras e de 36% em trabalhadores de lapides funerarias.

Nos EUA, o “National Institute for Occupational Safety and Health” (NIOSH, 1974)
estimava em 1.200.000 o nimero de trabalhadores expostos a poeiras de silica-livre, e dados
recentes sugerem ainda que mais de um milhdo de trabalhadores seja ocupacionalmente
exposto e cerca de 100.000 desses, correm o risco de desenvolver silicose. Na Africa do Sul, a
mineragdo subterranea do ouro emprega cerca de 350.000 pessoas, com estudos mostrando

prevaléncias de silicose de 12,8 a 31%.

Na América Latina, notadamente nos paises de expressiva atividade extrativa mineral,
a silicose constitui-se como problema de satide publica de graves dimensdes. Nos paises Peru,

Chile e Bolivia, eram conhecidos em 1967, mais de 4.500 casos.

Nao existem estudos publicados que permitam quantificar a situagdo real dos
ambientes de trabalho no Brasil, no que se refere a exposicdo a silica. Em 1978, verificou-se a
existéncia de aproximadamente 30.000 portadores de silicose. No periodo de 1999 e 2000, foi
realizado um estudo de exposicdo a silica segundo as atividades econOmicas, onde a maior
prevaléncia de ocorréncia foi observada na construgdo civil com 62% de expostos (Ribeiro,
2003). Uma publicacio mais recente estimou em cerca de seis milhdes o nimero de
trabalhadores potencialmente expostos as poeiras contendo silica em todo o pais, sendo cerca
de 4 milhdes na construcao civil, 500.000 em mineracdo e garimpo e acima de 2 milhdes em

indastrias de transformagdo de minerais, metalurgia, quimica, de borracha, cerimicas e



vidros. Dados nacionais sugerem ser Minas Gerais o Estado com maior nimero de casos de

silicose, a maior parte proveniente da minerac@o de ouro (Ribeiro, 2003).
1.4.2 Formas de Manifestacoes Clinicas

Classicamente, existem trés formas clinicas distintas da doenca, com diferentes

expressoes radioldgicas e histopatoldgicas: cronica, acelerada e aguda.

A silicose cronica € a apresentacdo mais comum da doenga. Ocorre geralmente apds
mais de dez a quinze anos de exposi¢ao a niveis relativamente baixos de poeira. Inicialmente
apresenta-se de maneira assintomatica, podendo evoluir com quadros de dispnéia progressiva.
Através do exame de imagem detecta-se, nos estdgios iniciais, infiltrado nodular bilateral,
com predominio nas zonas pulmonares superiores. Com a evolucdo da doenca, pode ocorrer
coalescéncia dos nédulos, formando conglomerados maiores em uma condi¢cdo denominada
fibrose macica progressiva. Na tomografia estdo presentes micronddulos subpleurais com
distribuicao nos lobos superiores € aumento dos linfonodos. A alteracdo morfoldgica tipica é
o nédulo silicético encontrado no intersticio pulmonar, ao redor de bronquiolos e dos vasos. E
caracterizado por uma estrutura central acelular formada por tecido fibroso hialino,
circundado por fibras coldgenas, infiltrado linfocitirio e por macrofagos. Através da
microscopia de luz é possivel observar as particulas de silica birrefringentes, mais freqiientes
na periferia do nédulo, com distribuicao difusa no intersticio ou no interior de macréfagos.
Essa forma de silicose pode ser evidenciada em trabalhadores das industrias de ceramica e

abrasivos no Brasil.

A forma de silicose acelerada constitui exposi¢do a silica, apdés um periodo médio de
cinco anos. As manifestacoes clinicas e por imagem sdo semelhantes as observadas na forma
cronica da doenca, porém em estdgios mais iniciais de desenvolvimento. As alteragdes
patoldgicas sdo caracterizadas por presenca de granulomas ou nddulos silicticos e pode
facilmente evoluir para a forma mais complicada da doenca. E o caso da silicose observada

em cavadores de pogos.

A forma aguda, mais rara, ocorre geralmente apds meses ou poucos anos de exposicao
elevada as particulas de silica, finamente divididas e recém-clivadas, a exemplo do que ocorre
no jateamento de areia e moagem de pedras. Esse tipo de manifestagdo normalmente evolui de
forma réapida, levando ao 6bito. Os sintomas incluem: dispnéia, perda de peso e astenia, com

achados radiolégicos constituidos de infiltrado alveolar bilateral de distribuicdo difusa e, na



tomografia, espessamento septal liso nas dreas afetadas. As alteracOes patoldgicas sdo: lesdo
de células epiteliais tipo I (pneumdocitos tipo I), presenca de exsudado constituido por material
lipoproteindceo na luz alveolar e proliferacdo de células epiteliais tipo II (pneumdcitos tipo
IT). Pode ocorrer presenca de fibrose, entretanto, esta ndo € de grande intensidade podendo ou

nao evidenciar a presenca de granulomas (Webb et al., 1993).

1.4.3 Diagnéstico e Tratamento

O diagnéstico da silicose baseia-se nao sé no histérico ocupacional do paciente, como
nos hébitos de uso de equipamentos de protecdo no local de trabalho, nos achados de
radiografia de térax e, finalmente, de acordo com testes de funcdo pulmonar. Sdo de grande
valia o levantamento rigoroso sobre profissao, ramo industrial e atividade especifica
detalhada, quando se trata de avaliar doencas respiratérias ambientais e ocupacionais. Com o
advento da tomografia computadorizada tornou-se possivel a identificacao de alteracdes mais

precoces para diagndstico (Antao et al., 2004, Gamsu and Aberle, 1995).

Até o momento ndo hd um tratamento efetivo para a silicose e sim, a aplicacdo de
medidas paliativas como o uso de glicocorticéides e a lavagem broncoalveolar como método
para remocdo de particulas do pulmao. Contudo, esse ultimo procedimento nido apresenta
particular relevancia, ja que as particulas que se encontram no intersticio pulmonar sao pouco

alcangéveis.

1.4.4 Modelos Experimentais de Silicose

Alguns modelos foram descritos no intuito de induzir silicose em animais de forma a
reproduzir a seqiiéncia de eventos da silicose humana. A rigor, um modelo ideal de silicose
deve preencher certos requisitos, como ter caracteristicas histolégicas semelhantes as
observadas na patologia humana, ser de facil inducdo, boa reprodutibilidade, ter
confiabilidade quanto a incidéncia e avaliacdo da gravidade das alteragdes, responder a
agentes terapéuticos de forma semelhante a clinica e acima de tudo, ter pardmetros de

alteracOes imunoldgicas e de atividades mensuraveis.

Os modelos animais de silicose tém sido cada vez mais explorados com a finalidade de

melhor compreender os mecanismos celulares e moleculares disparados na doenca.



1.4.5 Resposta Celular na Silicose

Uma vez inaladas, as particulas de silica penetram nas vias aéreas e sdo encontradas
no espaco alveolar e no parénquima pulmonar. Para que se desenvolva um processo
inflamatdério caracteristico de uma pneumoconiose, o material particulado inalado deve atingir
as vias aéreas inferiores de modo a superar os mecanismos de depuracdo constituintes do
sistema de filtracdo pulmonar: o transporte mucociliar € a drenagem linfatica. O primeiro é
predominantemente realizado pelo sistema mucociliar ascendente, a partir dos bronquiolos
terminais, enquanto que o sistema linfatico recebe as particulas livres, sendo responsavel por

parte do transporte pulmonar.

Inicialmente, no espaco alveolar, as particulas de silica induzem por contato direto de
sua superficie com a 4gua e lipoproteinas da camada de revestimento bronquioalveolar, a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), conhecidas como
radicais livres. No organismo, existe um sistema de defesa antioxidante, formado pelas
enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase, catalase e transferrina. Caso
ocorra a geracao de radicais livres em quantidade suficiente para superar os mecanismos de
defesa antioxidante, pode ocorrer lesdo de células epiteliais tipo I e indugdo da proliferacdao de
células epiteliais tipo II, caracterizando o processo de alveolite (Figura 1.1). As células
epiteliais sdo responsaveis pelo revestimento de diferentes locais do organismo, dentre eles, a
arvore respiratoria, participando de forma ativa no processo de trocas gasosas e neste sentido,

sdo importantes para o estabelecimento do quadro inflamatdrio.

A inalacdo de silica estd associada ao aumento de proteinas surfactantes (PS) no
pulmdo (Rehn ef al., 2003, Seiler et al., 2001) a partir de células epiteliais tipo II, com a
finalidade de promover um mecanismo protetor, no qual a particula de silica é recoberta antes
do contato com células fagociticas, na tentativa de neutralizar a sua toxicidade (Patzold et al.,

1993, Schimmelpfeng et al., 1992) (Figura 1.1).



———+— Células Epiteliais tipo 1

Macrofagos Alveolares —

Células Epiteliais tipo 11

Figura 1.1: Ilustracdo da arvore respiratdria apds inalagdo de particulas de silica. No espaco
alveolar interno, localizam-se macréfagos alveolares e células epiteliais tipo I e tipo II, sendo
as ultimas responsaveis pela produgdo de proteina surfactante (PS). Adaptado de Hamilton et

al., 2008.

1.4.5.1 Macrdéfagos Pulmonares

Os macréfagos pulmonares t€m um papel importante na defesa inespecifica do
hospedeiro assim como nas respostas imunes especificas do pulmao, mediante suas funcdes
fagocitica e secretora. Duas subpopulacdes de macréfagos estdo localizadas em
compartimentos anatdomicos diferentes, os macréfagos intersticiais e alveolares, situados
respectivamente no tecido conjuntivo pulmonar e nos espagos aéreos (Crowell et al., 1992).
Os macréfagos intersticiais estdo em contato direto com a matriz extracelular e com outros
componentes do tecido conjuntivo. Por outro lado, os macréfagos alveolares sdo células
residentes dos alvéolos pulmonares, e recebem a denominacdo de células de alarme, sendo
responsaveis pelo o inicio da mobiliza¢do de neutréfilos da microcirculagao para a regidao com

injuria e desencadeamento de outros eventos inflamatorios, como edema e dor (Ferreira,
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1980). A maioria dos macréfagos residentes deriva de mondcitos circulantes, os quais sao
provenientes da divisdao de células precursoras, os monoblastos, na medula 6ssea. Quando os
mondcitos deixam o sangue e migram para os tecidos, recebem a denominacdo de

macréfagos. (Naito, 2008).

Os macrofagos alveolares s@o o tipo celular evidente no que se refere aos mecanismos
celulares envolvidos no reconhecimento das particulas de silica. Ocupam uma posi¢do de
defesa primaria no pulmdo, visto que, exibem grande atividade funcional relativa a
inflamacdo e defesa antimicrobiana. Estudos sugerem a interacdo com receptores de
superficie presentes nessas células, receptores denominados “scavenger” (Hamilton et al.,
2006, Palecanda et al., 1999), como passo inicial no reconhecimento das particulas de silica.
S@o conhecidas oito classes desses receptores, designadas por letras (A a H) e recebendo
destaque na patologia da silicose, o receptor MARCO, constituinte da classe A (Palecanda
and Kobzik, 2001). Evidéncias na literatura atribuem sua ligacdo as particulas ambientais
inaladas ndo-opsonizadas, através de seu dominio semelhante ao coldgeno dotado de carga
positiva, o que possibilitaria a interacdo com particulas de carga negativa, como a silica (Iyer
et al., 1996). A partir do contato via receptor “scavenger”, o processo de fagocitose mediado
por macréfagos alveolares € iniciado imediatamente. A particula de silica € entdo,
internalizada e mantida no compartimento lisossomal sob condi¢des de pH reduzidas,
propiciando a ativagdo de enzimas digestivas na tentativa de degradar o material ali presente
ou caso contrdrio, os macrofagos alveolares tornam-se ativados apresentando funcdo
altamente secretora, liberando diferentes mediadores inflamatérios a partir de transcricao
génica (Barbarin et al., 2005). Participam, também, da liberagdo de radicais livres, assim
como, sdo ativados pelos mesmos (Blackford et al., 1994, Castranova and Vallyathan, 2000)
(Figura 1.2). Espécies reativas de oxigénio apresentam acdo deletéria sobre constituintes
celulares, em um fendomeno conhecido como estresse oxidativo, ocasionando peroxidacao

lipidica e desnaturacao protéica (Daniel et al., 1995, Shi et al., 1994).

Muitos estudos buscam entender a interacdo da particula de silica com o tipo celular
chave na silicose, o macréfago. Sabe-se que o processo de degradacdo de silica por essas
células, acarreta a ativacio de proteases (caspases 3 e 9) e apoptose (Thibodeau et al., 2004)
(Figura 1.2). A apoptose ¢ uma forma distinta de morte celular, denominada de morte celular
programada, sendo caracterizada por condensacdo de cromatina e fragmentagdo do DNA.
Mecanismos celulares a respeito da inducdo de apoptose por silica tém dado &énfase no papel

de interacdes Fas/Fas-L (Fas ligante), bem descritos em patologias inflamatdrias pulmonares
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(Neff et al., 2005). A proteina Fas estd presente em vdrias cé€lulas, promove interacao a partir
de seu dominio extracelular com outra proteina, Fas ligante, presente na membrana de
linfécitos T citotoxicos. Essa interacdo permite a ativagao da cascata de caspases, culminando
em apoptose celular. Borges et al. (2001) notaram que camundongos deficientes de Fas-L
apresentavam diminui¢do do influxo de neutréfilos e por sua vez, da inflamacdo pulmonar. A
relevancia biologica da apoptose induzida por silica na resolucdo da injdria pulmonar
relaciona-se com a eliminacdo de células envolvidas no dano tecidual, de modo a promover a

manutencdo da homeostase pulmonar (Shen et al., 2001).

Todavia, dependendo das caracteristicas de superficie das particulas de silica, o
processo de apoptose promove liberacdo destas a partir de células fagociticas, induzindo o
recrutamento de mais macréfagos para o local de injuria, em um ciclo de ingestao/reingestao
de silica, e de outras células do sistema imunolégico, como os neutréfilos e linfocitos (Rimal
et al., 2005). Esse cendrio contribui para a proliferacdo de fibroblastos, acarretando perda da
integridade da barreira epitelial, e por sua vez, intersticializagdo das particulas, ampliando
assim, a resposta inflamatoria no intersticio. Apesar do processo de injuria ser
majoritariamente desencadeado devido as propriedades de superficie das particulas de silica, o
influxo de células inflamatérias também contribui para a resposta inflamatéria (Albrecht et
al., 2005). Como resultado final, hd um aumento descontrolado da proliferacdo de fibroblastos

e da producio de coldgeno caracterizando o processo tardio de fibrose.
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Figura 1.2: Esquema de internalizacdo das particulas de silica. Apds fagocitose, os
macréfagos alveolares tornam-se ativados e liberam diferentes mediadores inflamatdrios a
partir de transcricdo génica. O processo de degradacdo de silica por essas células, acarreta
ainda, a ativacdo de proteases (caspases 3 e 9) e conseqiientemente, apoptose celular.

Adaptado de Hamilton e al., 2008.

1.4.6 Fibrose Pulmonar

Nos ultimos anos, o foco dos estudos de diversos grupos tem sido os mecanismos
envolvidos na geracdo de processos inflamatérios cronicos. O conceito de uma reacdo
inflamatdria cronica consiste na soma das respostas montadas pelos tecidos contra um agente
agressor, sendo caracterizada por grande infiltrado de células mononucleares, como
macréfagos, linfécitos e eosindfilos, com predominancia de destrui¢do tecidual e processo de

remodelamento (Gross and Hunninghake, 2001).

Sabe-se que essa fase inflamatdria € seguida por um processo de reparo onde fatores

de crescimento polipeptidicos estimulam o recrutamento e a proliferacio de células
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mesenquimais, assim como regulam a neovascularizagdo e reepitelizacao do tecido danificado
de forma a restaurar a arquitetura tecidual. A fibrose pulmonar tipicamente resulta de
inflamagdo cronica e ocorre simultanecamente ao processo de reparo. Apesar das distintas
manifestacdes clinicas e etiologicas, muitos processos fibréticos apresentam em comum a
persisténcia do estimulo agressor, o que sustenta a producdo de fatores de crescimento,
enzimas proteoliticas, fatores angiogénicos e citocinas fibrogénicas, promovendo deposi¢do
de elementos do tecido conectivo, os quais remodelam progressivamente a arquitetura
tecidual (Friedman, 2004, Tomasek et al., 2002, Wynn, 2007). Apesar de inicialmente
benéfico, o processo de reparo se torna patogénico quando ndo controlado de forma
apropriada, resultando em deposicdo excessiva de componentes da matriz extracelular
(principalmente coldgeno e fibronectina) (Phan, 2002, Schuppan et al., 2001, White et al.,
2003) e perda funcional da unidade alveolocapilar (Sime and O'Reilly, 2001, Thannickal et
al., 2004).

O remodelamento, evento normal em pulmdes sadios, constitui um processo onde a
matriz extracelular, responsdvel pela manuten¢do da arquitetura tridimensional tecidual, é
reciclada. Dessa maneira, o tecido conectivo nos pulmdes € substituido por uma nova matriz
recém-sintetizada, sob a condi¢do de existéncia de uma balanca entre degradacao e sintese de
componentes de matriz (Ward and Hunninghake, 1998). Entretanto, um processo desregulado
ocorre a partir da inalagdo de particulas de silica e, esse equilibrio presente em pulmdes
normais parece ndo existir mais. A modulagdo das interacdes entre célula e matriz ocorre por
meio da acdo de um tunico sistema proteolitico, responsavel pela hidrélise de uma variedade
de componentes da matriz extracelular em nédulos fibréticos e na parede alveolar, constituido
por metaloproteinases de matriz (MMP) que sdo endopeptidases zinco dependentes,
produzidas por diferentes tipos celulares presentes na regido alveolar dos pulmdes (Scabilloni
et al., 2005). Existem quatro grupos de enzimas, responsaveis pela degradacao de diferentes
componentes da matriz, recebendo destaque as gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9), as quais
apresentam afinidade de substrato por coldgeno tipo IV da membrana basal. Por serem
dotadas de capacidade de digerir grande quantidade de matriz em pouco tempo, o controle da
degradacdo é mediado através dos inibidores teciduais das MMPs, conhecidos como TIMPs e
por um mecanismo de secre¢do em forma inativa, como pré-enzimas, necessitando a clivagem
para o inicio de suas atividades enzimaticas. Perez-Ramos et al. (1999) reportaram que MMPs

encontram-se em niveis aumentados durante um processo inflamatério e a sua expressao
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desregulada poderia estar implicada no remodelamento e ruptura da membrana basal durante

a silicose pulmonar experimental em ratos.

A fibrose pulmonar € caracterizada por proliferacio e acimulo de células
mesenquimais no intersticio pulmonar (White ez al., 2003). E descrito na literatura que apds
injuria tecidual, os fibroblastos tornam-se ativados por citocinas liberadas localmente a partir
de outras células inflamatdrias, migrando para o tecido com dano e sintetizando componentes
de matriz extracelular (Hinz, 2007, Werner and Grose, 2003). Em resposta ao desafio
mecanico, os fibroblastos adquirem fibras contriateis (Tomasek et al., 2002), sendo
denominados de protomiofibroblastos. Esse tltimo € considerado o passo intermedidrio para a
diferenciacdo em miofibroblastos, os quais se caracterizam pela expressdo de o-actina de
musculo liso, marcador molecular comumente utilizado na sua identificacdo. A diferenciacdo
em miofibroblastos é dependente do estimulo de TGF-B (Vaughan et al., 2000, White et al.,
2003), fator de crescimento intimamente relacionado com a indugdo de fibrose em diversas

patologias (Sato et al., 2003, Sime et al., 1997).

O papel dos miofibroblastos na fibrose pulmonar pode ser extrapolado a partir de
observacdes in vivo e in vitro. Observacdes acerca da expressdo de a-actina de musculo liso
sugeriram um papel na contratibilidade e complacéncia tecidual (Gabbiani, 2003, Phan et al.,
1999). Esse significado parece se estender além de simples propriedades mecanicas, com
evidéncias apontando para fungdes importantes em transducdes de sinais e regulacdo da
expressao génica, incluindo componentes da matriz extracelular (ECM) (Chaqour et al., 2006,

Wang, 2006).

1.4.7 Mediadores Inflamatdrios da Resposta Silicotica

O processo inflamatério € caracterizado por aumento do fluxo sanguineo, da
permeabilidade vascular e recrutamento de células para o sitio inflamatdrio. Diversas familias
de moléculas participam como importantes fatores de iniciacdo e manuten¢ao da inflamacao,

sendo exemplificadas principalmente, pelas citocinas e quimiocinas.

As citocinas sao proteinas de aproximadamente 25 kDa liberadas em resposta a
determinado estimulo e promovem acdo através da ligagdo a um receptor especifico na
membrana da célula alvo. Podem agir de forma autdcrina, alterando o comportamento da
célula que as liberam; de forma paricrina quando interferem em células adjacentes ou de

forma enddcrina, afetando células distantes. A acdo dessas moléculas é freqiientemente
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pleiotrdpica, ou seja, a mesma citocina pode atuar em diferentes células induzindo distintos
efeitos em contextos bioldgicos. As citocinas atuam ainda, de forma sinérgica ou de maneira a
antagonizar efeitos bioldgicos. No entanto, no que diz respeito ao recrutamento, mobilizacao e
orientagdo de células inflamatérias, as quimiocinas sdo as moléculas de maior interesse.
Constituem um grupo particular de citocinas, denominadas citocinas quimiotaticas. Sao
dotadas de baixo peso molecular e atuam sobre o endotélio, tornando-o permissivo a migragcao
de células, notadamente leucdcitos circulantes em processos inflamatérios. Nos tltimos anos,
as quimiocinas tém recebido énfase na resposta fisiopatoldgica da silicose. As duas maiores
subfamilias estdo classificadas em dois grupos, designados como C-X-C ou C-C, de acordo
com caracteristicas funcionais e estruturais (Charo and Ransohoff, 2006). Quimiocinas C-X-
C, como a proteina inflamatéria de macréfago 2 (MIP-2), atuam principalmente em
neutréfilos estimulando a ativacdo e a quimiotaxia dos mesmos (Driscoll, 1994). Ja
quimiocinas C-C, exemplificadas pela proteina inflamatéria de macréfago 1o (MIP-1a), s@o
quimiotdticas para mondcitos, apesar de serem capazes de estimular outras células como
mastdcitos e neutréfilos (Kuna et al., 1992). A agdo das quimiocinas € complementada por
moléculas de adesao celular e citocinas inflamatérias, de maneira a promover o recrutamento

e recirculagdo de leucdcitos para os tecidos alvos.

Apesar da cadeia de eventos celulares e moleculares que leva ao desenvolvimento da
silicose ser bastante complexa, sabe-se que a exposicao a silica cristalina induz a producgdo de
quimiocinas, citocinas inflamatdrias e fatores de crescimento por macréfagos alveolares e
células epiteliais do tipo II, estritamente relacionadas ao inicio e progressdo da doenca

pulmonar (Castranova and Vallyathan, 2000).

Nesse contexto, recebe destaque a citocina denominada fator de necrose tumoral o
(TNF-a), sendo proposta como mediador critico na patogénese da silicose (Gossart et al.,
1996). Driscoll et al. (1994) observaram uma relacdo direta entre a producdo de TNF- a
induzida por silica em macréfagos alveolares e o infiltrado de células inflamatérias nos
pulmdes de ratos expostos a silica. Essa inflamacao dependente de TNF- a tem sido associada
a producdo de quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de neutréfilos, como MIP-2. Em
afirmagdo aos dados acima, o tratamento com anticorpo anti-TNF-a apresenta ndo somente
diminui¢do da producdo de MIP-2, como da resposta inflamatéria e do processo subseqiiente
de reparo tecidual, sendo proposto um papel fibrogénico para essa citocina (Piguet et al.,
1990). Outra citocina importante que tem sido proposta como mediador chave na inflamacado

pulmonar € a interleucina 1p (IL-1B). Brieland et al. (2001) observaram que a liberagdo de

15



TNF- a e IL-1B como resultado da exposicdo a silica pode atuar por vias auticrina e
pardcrina, de forma a estimular a liberacdo de MIP-1-a e MIP-2. Além disso, estudos
demonstraram que camundongos deficientes dessa citocina apresentaram reducdo no nimero
e tamanho dos granulomas, e niveis menores de apoptose em comparag¢do ao grupo selvagem

(Srivastava et al., 2002).

Recentemente surgiu o conceito bem fundamentado da participagdo do complexo
multiprotéico denominado Nalp3 inflamassoma no desencadeamento da resposta inflamatéria
ap6s estimulacdo de silica. Nalp3 é membro da superfamilia de receptores intracelulares:
NLRs (Nod-like receptors), e apds ativacao, recruta a molécula adaptadora ASC que por sua
vez, recruta caspase-1 formando o complexo multiprotéico inflamassoma. Dessa maneira,
ocorre a clivagem de pro-IL-1p em IL-B madura (Cassel et al., 2008, Sutterwala et al., 2006).
Estudos confirmaram o papel fisiolégico do inflamassoma Nalp3 no modelo murino de
silicose, visto que, camundongos deficientes da proteina Nalp3 e ASC, apds estimulagcdo de
silica, apresentaram reducdo do infiltrado inflamatério, da drea de granuloma e deposic¢ao de
coldgeno (Cassel et al., 2008). Acredita-se que o reconhecimento inicial das particulas de
silica por macréfagos ocorra via receptores “scavenger” (Hamilton e cols., 2006), todavia, a
reacdo ao estimulo exige a posterior ativacdo do complexo Nalp 3, apresentando papel chave
no desencadeamento e sintese de outras citocinas pré-inflamatérias na patogénese de

diferentes pneumoconioses (Dostert et al., 2008).

O fator transformador de crescimento beta (TGF-B), liberado principalmente por
macréfagos apds estimulagdo de silica, também tem sido mostrado como importante fator em
doencas pulmonares intersticiais induzidas por poeiras inorganicas (Jagirdar et al., 1996).
Apresenta carater fibrogénico assim como o fator de necrose tumoral, uma vez que induz a
proliferacao de fibroblastos no pulmao de pacientes com pneumoconioses, interferindo na

sintese de coldgeno e no processo de fibrose pulmonar (Arcangeli et al., 2001).

A expressao de mediadores inflamatdrios € normalmente regulada em diferentes niveis
como: transcri¢do, pés-transcricdo, traducdo e pés-tradugdo (Beutler, 1992). E aceitdvel que
essa regulacdo ocorra, no inicio, de forma transcripcional, envolvendo a participacdo de
fatores de transcricdo como NF-kB e AP-1 (Ortiz et al., 1999), os quais ligam-se a regides

promotoras nos genes alvos.
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1.5 Fator Inibidor da Migracao de Macro6fagos

O fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF) foi inicialmente descoberto como
um produto derivado de linfécitos T, e que na presenca de antigeno exibia a capacidade de
prevenir o movimento de mondcitos in vitro (Bloom and Bennett, 1966, David, 1966). Apesar
de ter sido uma das primeiras citocinas a serem descobertas (Nguyen et al., 2003), as
dificuldades na época em produzir um produto protéico recombinante impossibilitaram a

continuacdo dos estudos a respeito de seus aspectos funcionais.

Anos depois, precisamente em 1989, as atividades bioldgicas do MIF foram
desvendadas a partir da clonagem do DNA complementar (cDNA) do MIF humano (Weiser et
al., 1989), permitindo a sua “re-descoberta” como uma importante citocina pré-inflamatéria
(Bernhagen et al., 1993, Bucala, 1996). Os primeiros camundongos MIF “knockout” foram
gerados em 1999 através de delecio do éxon 3 do gene do MIF (Bozza et al., 1999),
possibilitando estudos com a finalidade de clarificar o seu papel na cascata de mediadores
inflamatérios constituinte da resposta imune inata (Calandra and Roger, 2003, Leng et al.,

2003, Rossi et al., 1998).

1.5.1 Estrutura Génica e Protéica

O fator inibidor da migracdao de macréfagos € considerado uma proteina tnica, isto €,
nido apresenta homologia com nenhuma outra citocina pré-inflamatéria (Donn and Ray,
2004). H4 um unico gene do MIF no genoma humano, localizado no cromossomo 22

(22q11.2) e compreendendo 3 éxons separados por pequenos introns.

Ap6s mecanismos de tradugdo, o gene do MIF produz apenas um RNA mensageiro de
aproximadamente 0,8 kb, encontrado em humanos, camundongos e ratos, e que codifica por
sua vez, uma proteina nao-glicosilada de 114 aminoécidos, com um peso molecular de 12,5
kDa (Denkinger et al., 2003). Estudos cristalograficos indicam a proteina do MIF como um
trimero de 3 monomeros idénticos, consistindo em o hélices e folhas B (Sugimoto et al., 1996,
Sun et al., 1996, Taylor et al., 1999). Sua seqiiéncia de aminodcidos apresenta alta homologia
(aproximadamente 90%) em todos os mamiferos. Dessa maneira, a conservacdo através das

espécies sugere importantes fungdes bioldgicas do MIF.

1.5.2 Expressao Celular e Distribuicao Tecidual

Apesar da primeira atividade bioldgica atribuida ao MIF ter sido descrita na década de

60, informacdes acerca do papel preciso do MIF no que diz respeito a imunidade e a fisiologia
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celular, ocorreu nos ultimos anos. Dentre esses achados determinaram-se os tipos celulares
que expressam MIF, onde se podem destacar os mondcitos/macrofagos, células dendriticas,
eosindfilos e mastdcitos, células essas, componentes da resposta imunoldgica (Baugh and
Bucala, 2002, Calandra et al., 1994, Lue et al., 2002, Martin, 2000). Em contraste as citocinas
pré-inflamatérias cldssicas como IL-13 e TNF-a, onde € necessdria a transcri¢do génica e
sintese protéica para liberacdo das mesmas, o MIF encontra-se pré-formado em “pools”
intracelulares, sendo rapidamente liberado apds estimulacdo. Apresenta efeitos de ativacdo
paracrina/autdcrina (Bacher et al., 1996, Calandra et al., 1994), promovendo a expressao de
mediadores pré-inflamatérios como: TNF-a (Calandra et al., 2000), IL-8 (Benigni et al.,
2000), IFN-y (Abe et al., 2001), MMP’s (Meyer-Siegler, 2000) e inducdo da via de
ciclooxigenase-2 (COX-2) (Mitchell et al., 1999).

O MIF apresenta ampla distribuicdo no organismo, sendo especialmente expresso em
tecidos e 6rgdos que se encontram em contato direto com o ambiente natural do hospedeiro,
como: pulmaio, pele e trato gastrointestinal (figura 1.3). Outra caracteristica distintiva € sua
expressao em tecidos do sistema enddcrino, em 6rgaos diretamente envolvidos com a resposta
de estresse como: hipotdlamo e glandulas pituitdria e adrenal (Bernhagen et al., 1993,

Fingerle-Rowson et al., 2003).

A expressao do fator inibidor da migra¢do de macréfagos no sistema enddcrino como
parte da resposta ao estresse sist€émico no hospedeiro, foi evidenciada a partir da descoberta
do MIF como produto de células da glandula pituitdria responsdveis pela producdo do
horménio adrenocorticotrépico (ACTH), relacionado a linha central do estresse no eixo
hipotdlamo-pituitdria-adrenal (HPA) (Bacher et al., 1998, Nishino et al., 1995) e indutor da
secrecdo de glicocorticéide pela glandula adrenal. Os glicocorticéides representam uma classe
de drogas antiinflamatéria freqiientemente aplicada na pratica clinica (Barnes, 2006, Schacke
et al., 2002). Seus efeitos se ddo quando atravessam a membrana celular por difusdo e ligam-
se ao receptor de glicocorticdide no citoplasma, denominado GR. Apds interacdo com
glicocorticéide, o receptor € ativado, sofrendo modificagdo conformacional e expondo um
dominio ligante a0 DNA. O complexo GR-glicocorticéide migra para o nucleo e liga-se a
sequéncias regulatérias especificas no DNA, denominadas elementos de resposta aos
glicocorticéides (GRE), suprimindo a expressio de mediadores pro-inflamatérios ou
aumentando a expressdo de proteinas anti-inflamatoérias dependendo do gene especifico e do
tecido afetado (Belvisi, 2004, Rhen and Cidlowski, 2005). A transrepressdo € obtida através

da inibicdo de fatores como o fator de transcri¢do nuclear, NF-kB.
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Bernhagen et al. (1993) observaram que camundongos injetados com LPS
apresentavam queda significativa do contetido de MIF na glandula pituitiria e de forma
concomitante a isso, aumento nos niveis plasmaticos de MIF. Além disso, a intercomunicacdo
do MIF com a linha central do eixo HPA tem conseqiiéncias funcionais diretas, visto que
diversos estudos sugerem que o MIF e os glicocorticdides funcionam como antagonistas

fisioldgicos.

Linfonodos
Sanguc
Timo Pulmdes
Coraciio
Figado Bago
Pincreas Rins
Trato Gastroiniestinal
Medula Ossea

Pele Ossos, Juntas

Figura 1.3: Sitios de expressdo do MIF. Distribui¢do tecidual e fontes celulares do fator
inibidor de macréfagos: no sistema imune (linfonodos, timo, baco, sangue e medula dssea)
por mondcitos/macréfagos, células dendriticas, eosindfilos, neutréfilos, células B, células T e
mastdcitos; nos pulmdes por macréfagos e células epiteliais; no coracdo por células
endoteliais; no sistema enddcrino (pancreas) por células B — pancredticas; figado por
hepatdcitos e células endoteliais; nos rins por células epiteliais e endoteliais; no trato
gastrointestinal por células epiteliais do estdbmago; na pele por queratindcitos € nos 0ssos €

articulacdes por osteoclastos e fibroblastos. Adaptado de Calandra & Roger, 2003.
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1.5.3 Modo de Acao

O mecanismo molecular de a¢do do MIF parece ser unico dentre as familias de
citocinas pré-inflamatdrias, porque além de estar expresso de forma constitutiva nao apresenta
sequéncia-sinal N-terminal para secrecdo via reticulo endoplasmético e complexo de Golgi,
sendo a sua secrecdo feita de maneira ndo convencional (Hudson et al., 1999, Mitchell et al.,

1999).

Um elemento-chave nas vias de sinalizacdo intracelular € a via de transducao de sinal
conhecida como a via da proteina-quinase ativada por mitégeno: MAPK (Owens and Keyse,
2007). O fator inibidor da migracao de macréfagos induz ativacdo de membros da familia de
MAPK, as quinases reguladas por sinais extracelulares, ERK 1/2. Essa cascata leva por sua
vez, a ativacdo de fosfolipase A2 citosdlica (PLA2), mediador critico em respostas
inflamatdrias (Akiba and Sato, 2004, Mitchell er al., 1999) e responsédvel pela hidrélise de
dcido graxo da membrana, liberando assim dcido aracddnico, o qual € precursor dos
mediadores lipidicos conhecidos como eicosandides: os leucotrienos e as prostaglandinas.
Esses produtos apresentam papel em vdrios sistemas, incluindo o respiratorio e imune (Figura

1.4).

Na auséncia de evidéncias a respeito de um possivel receptor celular de ligacdo ao
MIF, Leng et al. foram os primeiros a sugerir em 2003, a interacdo de alta afinidade do MIF
com o dominio extracelular de CD74, forma de superficie celular da cadeia invariante
associada ao complexo MHC de classe II. Esse processo seria entdo requerido para a
fosforilagdo de ERK 1/2 mencionada acima (Leng et al., 2003). O CD74, no entanto, apenas
integra um complexo envolvido no reconhecimento dessa citocina, j& que 0 mesmo nao
apresenta porcao intracitoplasmdtica dotada de capacidade de interagir com moléculas
transdutoras de sinais. Essa fun¢do € exercida pela proteina transmembrana com propriedades
de ativacgdo tirosino-quinase: CD44 (Naujokas et al., 1993). O recrutamento de CD44 para o
complexo MIF-CD74 parece ser crucial para a transducdo de sinal e producdo de
prostaglandina E2 (PGE;) mediada por MIF (Figura 1.4). Essa citocina interage também com
proteinas fundamentais do ciclo celular, JAB1, além de promover a manutencdo da
caracteristica pré-inflamatéria da imunidade inata através da inibi¢do da apoptose mediada
por p53 (gene supressor tumoral) e regulacdo do receptor Toll-like 4 (TLR-4) (Hudson et al.,
1999; Mitchell et al., 2002). Além da relacdo de atividades promovidas pelo fator inibidor da

migracdo de macréfagos, adicionalmente foi demonstrada a sua capacidade em promover
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quimiotaxia de mondcitos e neutréfilos através da interagdo com receptores de quimiocinas:
CXCR2 e CXCR4, respectivamente (Bernhagen et al., 2007, Gregory et al., 2006). A
atividade do receptor de quimiocina induzida por MIF requer a ligacdo a proteina CD74,
acoplamento a proteina G e sinalizacdo de cdlcio (Bernhagen et al., 2007). Esses estudos
foram importantes no sentido de determinar o processo migratério de diferentes células do

sistema imune induzido por MIF.

Tem sido proposta a cascata de sinalizacdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB
como via de interferéncia do MIF nos mecanismos de a¢ao dos glicocorticoides (Figura 1.4).
Como exposto anteriormente, a patogénese da silicose envolve a expressdo de uma série de
proteinas inflamatdrias, que incluem citocinas, quimiocinas, enzimas que produzem
mediadores inflamatdrios, receptores para mediadores inflamatérios e moléculas de adesao. O
aumento da expressao da maioria dessas proteinas € resultado da intensa transcricdo génica.
Virios destes genes ndo sdo expressos em células normais sob condi¢des habituais, porém
ttm sua producdo aumentada sob um mecanismo celular especifico, nas doencas
inflamatérias. O padrdao de expressdo da citocina determina em grande parte a natureza e a

persisténcia da resposta inflamatéria (Barnes, 2003).

O NF-kB constitui um fator de transcricdo que encontra-se sob forma inativa
citoplasmadtica através da formacao do complexo NF-kB: IkB (Gwinn and Vallyathan, 2006).
Ap6s ativacdo por diferentes estimulos, esse complexo sofre fosforilagdo, com conseqiiente
degradacdao de IkB, permitindo a translocacdo do fator nuclear para o nicleo, onde exerce
suas funcdes. O MIF tem sido reportado em interferir na transativagdao de IkB-a, subunidade
de IkB, em células mononucleares humanas (Daun and Cannon, 2000). Outros dados na
literatura (Fingerle-Rowson et al., 2003, Leech et al., 2000) baseados em modelos
experimentais envolvendo doencas autoimunes e doencas inflamatérias agudas e cronicas,
apoiam a idéia de que o MIF pode atuar antagonizando as a¢des de glicocorticoides e dessa

maneira, modular a resposta imune inata e adquirida.
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Figura 1.4: Modo de Ac¢do do MIF. O fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF) exerce

suas atividades bioldgicas através da ligacdo ao receptor CD74, promovendo a fosforilagdo de

proteinas ERK1/2, indu¢do de fosfolipase A2 (PLA2) e posterior sintese de prostaglandina E,

(PGE,). MIF contra-regula os efeitos imunossupressores dos glicocorticéides através da inibi¢ao

da sintese do inibidor do fator de transcricao nuclear kB (IkB). MIF induz também, respostas

inflamatérias de células do sistema imune inato, a partir da regulacdo da expressdo do receptor

Toll-like 4 (TLR-4) e rdpido reconhecimento de LPS, culminando na produ¢do de mediadores

pro-inflamatorios. Adaptado de Calandra & Roger, 2003.

1.5.4 MIF e Doencas inflamatdérias

Em individuos sadios, o fator inibidor da migracdo de macréfagos circula em

concentracdes s€ricas relativamente altas (2 - 6 ng/mL) (Petrovsky et al., 2003). Contudo,

dados na literatura indicam a presenca de niveis aumentados dessa citocina em diferentes

patologias inflamatérias (Mizue et al., 2005, Powell et al., 2005).
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Nos pulmdes normais, o MIF € expresso pelo epitélio bronquico, endotélio capilar e
por macrofagos alveolares (Bacher ef al., 1997). Donnelly et al. (1997) demonstraram que
em pacientes com Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (“Acute Respiratory Distress
Syndrome” ou ARDS), o fator inibidor da migracdo de macréfagos estava presente nos
pulmdes, e macréfagos alveolares ndo sé constituiam fonte celular dessa citocina como
secretavam citocinas pro-inflamatdrias, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucina 8 (IL-8). Em modelos experimentais de asma, camundongos deficientes de MIF
apresentaram atenuacao significativa da inflamac¢ao pulmonar e reducdo da hiperreatividade

das vias aéreas (Magalhaes et al., 2007).

1.6 Hipotese

Por ser um importante modulador de respostas imunes, o fator inibidor da migracao de
macréfagos tem sido descrito em diferentes patologias incluindo: asma, artrite reumatdide
(Amin et al., 2003, Mikulowska et al., 1997, Rossi et al., 1998, Santos et al., 2001) e sepse,
onde no ultimo modelo, Bozza et al. (1999) observaram que camundongos ‘“knockout” para
MIF (MIF") apresentavam atividade pré-inflamatéria reduzida e aumento na taxa de

sobrevida.

Considerando-se a expressdo do MIF por células importantes no reconhecimento e
interagdo com particulas de silica, e que niveis aumentados dessa citocina encontram-se
presentes em situacdes inflamatdrias, estabelecemos a hipétese de que a auséncia desse fator
acarretaria atenuacdo da resposta pulmonar murina, frente a estimulacdio com silica,

modulando a secrecdo de mediadores inflamatdrios presentes na fisiopatologia da silicose.
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2. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi investigar a potencial participagdo do fator

inibidor da migracdo de macrofagos (MIF) na resposta inflamatdria pulmonar induzida por

particulas de silica. Para tanto, foi utilizado o modelo experimental de silicose murina, com as

andlises sendo realizadas tanto na fase aguda (7 dias) como na cronica (28 dias). Como

ferramenta de estudo foram utilizados camundongos “knockout” para MIF (MIE") e

tratamento com anticorpo anti-MIF.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliacdo das alteracdes da funcdo pulmonar (resisténcia e elastancia) e
hiperreatividade das vias aéreas através do sistema de pletismografia de corpo inteiro
invasiva;

Avaliacdo do perfil de células inflamatérias componentes do lavado broncoalveolar
(BAL);

Avaliacdo das altera¢des morfoldgicas no parénquima pulmonar mediante utilizacdo
de técnicas cldssicas de histologia e imunohistoquimica;

Quantificacdo de mediadores inflamatérios incluindo citocinas (TNF-a, TGF-p) e
quimiocinas (MIP-1a e MIP-2) no tecido pulmonar;

Avaliacdo do efeito neutralizante do anticorpo anti-MIF sobre o desenvolvimento do

processo silicético.
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3. Metodologia
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c separados por grupos distintos € mantidos em
caixas no biotério de manutencdo do Laboratério de Inflamacdo, com temperatura controlada
(entre 25-28°C), submetidos aos ciclos de luz invertidos claro/escuro de 12 horas e com livre
acesso a racdo e dgua. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais
(CECAL) da Fundacao Oswaldo Cruz, sendo todos os procedimentos aprovados pelo Comité
de Etica de Uso de Animais (CEUA) sob a licenca de n® 0213-4. Os camundongos
“knockout” para MIF foram gentilmente fornecidos pelo Dr. Marcelo T. Bozza (Instituto de

Microbiologia, CCS, UFRJ).

3.2 Protocolo de Inducao de Silicose

Para inducdo de silicose os camundongos foram anestesiados mediante aerossolizacao
de halotano, sendo em seguida submetidos a instilacdo intranasal de 10 mg de silica (tamanho
da particula: 0,5 - 10 um) (Sigma) em 50 pl de solugdo salina estéril (NaCl 0,9%). O grupo

controle foi representado por animais instilados com igual volume de salina estéril.

3.3 Avaliaciao dos parametros inflamatorios

Apos 7 e 28 dias, os camundongos foram sacrificados por injecao de dose letal de

tiopental (500mg/kg) (Figura 3.1).
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Figura 3.1: Esquema do modelo ndo-invasivo de silicose murina. Camundongos BALB/c
(WT) e “knockout” para MIF (MIF") foram instilados por via intranasal no dia 0 com silica
(10mg/50uL). Os animais controles foram instilados com igual volume de salina. As analises

foram feitas 7 e 28 dias apds a inducgao da silicose.

3.3.1 Avaliacao da Funcao Pulmonar

A avaliacdo da fun¢do pulmonar foi realizada através do método de pletismografia de
corpo inteiro. Sete e vinte e oito dias pos-instilacdo de silica, os camundongos foram
anestesiados com nembutal (60 mg/kg) e em seguida, foi realizada uma pequena incisdo na
regido anterior do pescoco do animal, de modo a expor a traquéia para introducdo de uma
canula de traqueostomia para pequenos animais. Os camundongos receberam uma dose
(1 mg/kg) do bloqueador neuromuscular, brometo de pancurdnio, e posteriormente, foram
colocados em uma camara pletismografica. Neste momento, conectou-se a canula ao
pneumotacédgrafo, submetendo os animais a uma determinada pressdo constante, a qual foi
registrada, por um sensor individual acoplado a um computador. Apés a estabilizacdo dos
parametros de funcdo pulmonar, concentracdes crescentes (3, 9 e 27 mg/mL) do agente
broncoconstrictor metacolina foram aerossolizadas por um periodo de 5 minutos cada. Os

parametros analisados foram: resisténcia (cmH20/mL/s) e elastancia pulmonar (cmH20O/mL).
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3.3.2 Lavado Broncoalveolar

Os camundongos foram canulados e o lavado broncoalveolar foi realizado com um
volume total de 1,0 mL de solu¢do salina tamponada (PBS) contendo EDTA (10mM), sendo
as amostras centrifugadas a 110 x g por 10 minutos. O “pellet” foi ressuspenso em 0,25 mL
para que fosse realizada a avaliacdo da celularidade. A andlise dos leucdcitos totais incluiu:
diluicdo das amostras em liquido de Tiirk (1:10) e contagem em camara de Neubauer em
microscopio de luz (Olympus — U-TV1X) . Para andlise diferencial, neutréfilos e células
mononucleares foram diferenciados através de citocentrifugados corados pelo método de
May-Grunwald-Giemsa, com avaliagdo feita em objetiva de imersao em 6leo.

3.3.3 Obtencao de Tecido Pulmonar

O pulmiao dos camundongos foi perfundido com solucdo salina através do coragao,
sendo removido em seguida. O lobo esquerdo foi recuperado e imerso em fixador Milloning
(formol tamponado), para posterior processamento para a andlise histoldgica. O lobo direito
foi retirado e mantido a -20 °C para quantificagdo de mediadores inflamatérios no tecido

pulmonar.

3.3.4 Analise Histolégica

Para o estudo das caracteristicas histopatoldgicas das lesdes, o lobo esquerdo mantido
no fixador Milloning, passou por etapas de desidratacdo, clarificacio, inclusdo, microtomia e

coloragdo conforme descrito abaixo.
3.3.4.1 Desidrataciao
Esta etapa compreendeu a imersdo do material em gradientes crescentes de etanol:
- Alcool 70 % por 30 minutos
- Alcool 80 % por 30 minutos
- Alcool 90 % por 30 minutos
- Alcool 100 % (1) por 30 minutos
- Alcool 100 % (2) por 30 minutos

- Alcool 100% (3) por 30 minutos.
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3.3.4.2 Clarificacao

O material foi imerso em solucdes de Xilol (xilol 1, xilol 2 e xilol 3) por um periodo

de 30 minutos.

3.3.4.3 Inclusao

O material foi submetido a 3 sucessivos banhos de parafina durante 40, 60 e 30

minutos respectivamente, em estufa mantida aproximadamente a 60 °C.
3.3.4.4 Microtomia

Foram realizados cortes finos (5 uM de espessura) em micrétomo (Leica — RM
2125RT).

3.3.4.5 Coloracao

Por ultimo, o material passou por processos de coloracio com a utilizagdo dos
seguintes corantes: i) Hematoxilina-Eosina (H&E) a fim de possibilitar a visualizacdo dos
componentes pulmonares estruturais e ii) Picro Sirius convencional, para visualizacdo de

fibras coldgenas.

A visualizagdo das laminas foi realizada em microscépio de luz (Olympus — U-
TV1X), acoplado a uma camera (Olympus Q Color 3 — 0044C-194) e a captura da imagem

feita mediante o uso de um “software” de anélise (Q Capture).

3.3.5 Analise Morfométrica

Com a finalidade de determinar a drea ocupada por granulomas/pulmao foi feita uma
contagem mediante utilizacdo de um reticulo de 100 pontos (figura 3.2), em um total de 20
campos/pulmao (aumento de 200x), para todos os pulmdes de cada grupo experimental. Os
valores encontrados, isto €, a quantidade de pontos que coincidiu em granulomas, foi
submetida a tabelas para cdlculo especifico das médias e dessa maneira, obteve-se a drea
ocupada por granulomas no pulmao dos camundongos. Os valores foram expressos em fracao

de granuloma (%).
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Figura 3.2: Imagem do reticulo utilizado para anélise morfométrica.

3.3.6 Analise por Imunohistoquimica

Inicialmente, as l1aminas contendo os cortes histolégicos foram processadas em xilol (5
min) e passaram por uma seqiiéncia de etanol nas respectivas concentracdes: 100%, 90%,
80% e 70%, por 3 minutos cada. Em seguida, foi utilizada uréia para promover recuperagio
antigénica. Posteriormente foi realizada uma lavagem em soluc¢do de salina Tris (TBS) por 10
minutos e feita a inativacdo da peroxidase endégena (H,O, 3% - 10 minutos) seguida pelo
bloqueio de sitios inespecificos com Tris — HCl 0,05M + BSA 5%. O préximo passo
constituiu-se da incubacdo com o anticorpo primério anti- a- SMA (1:400) (A2547, Sigma,
USA), anti- F4/80 (1:100) (MCAP497, Serotec, USA) diluidos em Tris — HCI 0,05M,
“overnight”. O controle negativo foi realizado omitindo-se o0 anticorpo primdrio € em seu
lugar, adicionando Tris — HCI 0,05M. Apdés incubacdo, foram feitas 3 lavagens consecutivas
com TBS (5 minutos cada) seguida da incubag@o por 1 hora do anticorpo secundario (1:80)
(anti-IgG de camundongo, HAF007, R&D, USA; anti-IgG de cabra, STAT72, Serotec, USA,
respectivamente) diluido em solu¢do Tris — HCI 0,05M. Apds mais 3 lavagens com TBS, a
atividade da peroxidase foi revelada através da utilizacdo do substrato AEC (10 — 30
minutos). A contracoloragdo com hematoxilina de Mayer (50 segundos) seguida de lavagem
em 4gua corrente permitiu a melhor visualizacdo do tecido. As andlises foram realizadas por
meio de um microscopio de luz, acoplado a uma camera de video conforme descrito no item
3.3.4.5. A quantificacdo de pixel foi feita através do “software” Image Pro-plus, sendo os

valores expressos por pixel/pmz.
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3.3.7 Quantificacio de Citocinas e Quimiocinas

O processamento do tecido pulmonar foi realizado mediante a homogeneizacao em 1
mL de PBS contendo um coquetel de inibidores de proteases (Hoffmann-La Roche Ltd,
Basel, Suica), seguido de centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante

recuperado para posterior quantificacdo de mediadores.

A produgdo de citocinas (TNF-a e TGF-) e quimiocinas (MIP-1a e MIP-2) foi
analisada através da técnica “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA). Para recobrir
a placa de 96 pocos foi utilizado o anticorpo capturador (nas concentracdes indicadas nos
kits), processo feito por 18 horas a temperatura ambiente. A placa foi lavada em tampao “Coat
Buffer” e bloqueada com PBS-BSA 1% (250 ul por pog¢o), permanecendo em contato com o
anticorpo capturador durante 1 hora. Apds esta incubag@o ocorreu outra lavagem, seguida da
aplicacdo das amostras e dos padrdoes com dilui¢do seriada nas concentragdes indicadas nos
kits (R&D Systems), permanecendo durante 18 horas na temperatura de 4°C. A placa foi
entdo lavada com tampao “Assay Buffer” para posterior adicdo do anticorpo de detecc¢do,
permanecendo incubado por 1 hora. Apds esse tempo, a placa foi novamente lavada com o
mesmo tampao e adicionou-se a enzima (estreptoavidina por 1 hora). O substrato (K-Blue) foi
adicionado e a reacdo foi interrompida com H,SOy4 (0,19 M). A leitura da placa foi realizada
com a utilizacdo de um espectrofotometro (450 nm). Os resultados obtidos foram expressos

por ng/mg de proteina.

3.3.8 Deposicao de Colageno

A anélise quantitativa de fibras coldgenas foi realizada por meio da técnica de Sircol.
O tecido pulmonar foi processado em solucdo de Tris 0,05M + NaCl 1M, e mantido por 18
horas a 4°C. O material foi posteriormente centrifugado a 10.000 x g por 1h a 4°C, o
sobrenadante aliquotado e a ele adicionado o reagente Sirius Red (Biocolor, UK). Ap6s 30
min de reagdo, o material foi novamente centrifugado, o sobrenadante por sua vez descartado,
e adicionado ao “pellet” o reagente Alkalin, por 10 minutos, nas concentragdes indicadas no
kit (Biocolor, UK). As amostras foram colocadas em placas de 96 pocos, onde a absorbancia

foi determinada em 540 nm e o resultado expresso em pg de coldgeno/ pulmao direito.

3.3.9 Imunoneutralizacao do MIF

Esse experimento foi realizado de modo a analisar o efeito do anticorpo anti- MIF na

injuria pulmonar aguda induzida por silica. Camundongos BALB/c foram separados em
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quatro grupos distintos, a saber: 1) salina, ii) silica, iii) IgG e iv) anti-MIF. Os trés tltimos
foram submetidos, no dia 0, a instilagdo intranasal de silica (10 mg em 50 pl de solucdo salina
estéril) enquanto que o primeiro grupo, recebeu igual volume de salina estéril. Os
camundongos dos grupos IgG e anti-MIF receberam injecdes, via intraperitoneal (200
pg/animal), de IgG ndo-imune de camundongo (Sigma) e anticorpo anti-MIF monoclonal
respectivamente, 2 horas antes da instilacdo de silica e subseqiientemente, 3 vezes durante o
periodo de 7 dias (Figura 3.3). No ultimo dia, os camundongos de todos os grupos foram
sacrificados e o efeito do anticorpo foi investigado a partir dos seguintes parametros descritos

anteriormente: andlise da fun¢do pulmonar, histologia pulmonar e andlise morfométrica.

Anticorpo anti-MIF ou IgG
(200 pgfanimal} i.p

0 1 2 3 4 5 6 7 Dias
Instilagdo J'
intranasal Analises

de silica
(10mg/50uL)

Figura 3.3: Esquema do protocolo referente ao tratamento com o anti-soro neutralizante para

o MIF.

3.3.10 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrio da média (EPM) e
analisados estatisticamente através de andlise de varidncia (ANOVA), seguida de teste de
comparacdo multipla de Newman-Keuls-Student. Para comparacdo entre dois grupos
experimentais, foi utilizado o teste “t” de Student para amostras ndo-pareadas. Os parametros
apresentados em forma percentual foram submetidos a transformagdo arcoseno, a fim de
tornar sua distribuicdo préxima ao normal, permitindo, assim, a realizacdo dos testes de

variancia (Zar, 1996). Os valores de p < 0.05 foram considerados significativos.
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4. Resultados

4.1 Analise da funcao pulmonar e hiperrreatividade das vias aéreas apos instilacao de

silica

Tendo em vista a progressiva alteragdo da arquitetura das vias aéreas e principalmente
o cardter restritivo caracteristico da silicose, buscamos analisar como primeiro passo, a fun¢do
pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas de animais submetidos a exposicao de silica. Para
tanto, utilizamos um modelo experimental murino nao-invasivo de indugdo de silicose,

previamente estabelecido em nosso laboratorio.

A andlise da func¢do pulmonar em camundongos silicéticos (WT e MIF") 7 dias pés-
silica, indicou alterac@o basal do parametro de resisténcia pulmonar (Figura 4.1A), constituida
de niveis aumentados em relacdo aos respectivos controles. O grupo de animais deficiente de
MIF apresentou reducdo significativa nos niveis de resisténcia pulmonar quando comparado
ao grupo WT silica (Figura 4.1A). Ap6s aerolizacdo de concentragdes crescentes (3 — 27
mg/mL) do agente bronconstrictor metacolina, observamos um aumento concentracao-
dependente nos niveis de resisténcia pulmonar no grupo WT silica em relacdo ao seu controle
(Figura 4.1A), fendmeno que mostrou-se marcadamente reduzido nos animais MIF" silica
(Figura 4.1A). O mesmo perfil foi visualizado no que diz respeito a elastancia pulmonar na
fase aguda da doenca, onde o grupo MIF™ silica apresentou reducgdo significativa comparado
ao grupo WT silica (Figura 4.1B), indicando supressdo do quadro de hiperreatividade das vias

aéreas em resposta a provocacao com metacolina.

No tempo de 28 dias, verificamos que os camundongos de ambos os grupos silicéticos
apresentaram niveis elevados de resisténcia pulmonar na condi¢do basal em comparagdo aos
seus respectivos controles (Figura 4.1C). A aerolizacio de concentracdes crescentes de
metacolina induziu broncoconstri¢do das vias aéreas nos grupos silicéticos, e mais ainda, o
grupo MIF” silica apresentou aumento significativo nos niveis de resisténcia pulmonar
quando comparado ao grupo WT silica (Figura 4.1C). Esse fendmeno também se fez presente

ao analisarmos o parametro de elastancia pulmonar (Figura 4.1D).
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Figura 4.1: Andlise da funcdo pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas de camundongos
WT e MIF” frente & aerossoliza¢dao de metacolina (3 - 27 mg/mL). Resisténcia (A, C) e elastancia
pulmonar (B, D), 7 (painéis superiores) e 28 dias (painéis inferiores) apds instilagdo de silica (10
mg/50 pL). Os resultados representam a média + erro padrio da média (n=5). © p <0,05

comparado aos respectivos grupos salina; * p <0,05 comparado ao grupo WT silica.
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4.2 Analise do infiltrado leucocitario no lavado broncoalveolar apds instilacao de silica

O evento inicial predominante na silicose consiste em um processo de injdria tecidual
estritamente associado ao aumento de permeabilidade vascular e influxo de células
inflamatérias (Huaux, 2007). Sabendo da importincia do estabelecimento do quadro
inflamatério na fisiopatologia da silicose, avaliamos o infiltrado leucocitdrio presente no

lavado broncoalveolar dos camundongos apds instilagao de silica.

No tempo correspondente a fase aguda da doenca, 7 dias pds-silica, observamos nos
grupos de camundongos silicéticos (WT e MIF"") um aumento significativo no nimero de
leucdcitos totais presentes no lavado broncoalveolar, quando comparado ao detectado nos
camundongos instilados com salina (Figura 4.2A). O grupo MIF" silica apresentou reducio

do nimero de leucdcitos totais quando comparado ao grupo WT silica. (Figura 4.2A).

Como perfil leucocitdrio encontrado no lavado broncoalveolar no grupo experimental
de camundongos salina observamos um alto percentual de células mononucleares (98-99%)
(Figura 4.2C) e um numero bastante reduzido de poliformonucleares neutréfilos (0-1%)
(Figura 4.2E). Na condi¢do da silicose, notamos alteracdo desse perfil, onde o grupo WT
silica apresentou um percentual (23-24%) de células mononucleares (Figura 4.2C) e um
nimero maior de polimormonucleares (76%) (Figura 4.2E). O grupo MIF” silica apresentou
aumento no nimero de células mononucleares (em torno de 43%) (Figura 4.2C) e niimero
reduzido de neutréfilos (Figura 4.2E), onde esses udltimos se encontraram diminuidos de

forma significativa quando comparado ao grupo WT silica (Figura 4.2E).

Na fase cronica da doenga, observamos o mesmo perfil de celularidade no lavado
broncoalveolar nos grupos de animais controles (Figura 4.2D e F) em relacdo ao detectado em
7 dias. Contudo, a cinética do infiltrado leucocitario revelou um maior nimero de leucocitos
totais (Figura 4.2B), tanto no grupo WT silica (64-65%) como no grupo deficiente de MIF
(72%), atestado principalmente pelo elevado nimero de células mononucleares (Figura 4.2
D). O grupo MIF" silica apresentou reducio significativa no nimero de leucécitos totais
(Figura 4.2B) e de células mononucleares (Figura 4.2D) quando comparado ao grupo WT
silica. Observamos aumento no nimero de neutréfilos (Figura 4.2F) em ambos os grupos de
camundongos silicéticos (WT e MIF”). Notamos uma tendéncia de reducdo no ndmero de
neutréfilos do grupo deficiente de MIF em relagdo ao grupo WT silica, porém nao de forma

significativa (Figura 4.2F).
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Figura 4.2: Leucécitos no lavado broncoalveolar (BAL) de camundongos WT e MIF™,
7 (painéis a esquerda) e 28 dias (painéis a direita) apOs instilacdo intranasal de silica
(10 mg/50 pL). Namero de leucdcitos totais (A, B), células mononucleares (C, D) e
neutréfilos (E, F). Os resultados representam a média + erro padrdo da média. Salina (n=6) e

silica (n= 8). * p <0,05 comparado aos respectivos grupos salina; * p <0,05 comparado ao

grupo WT silica.
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4.3 Analise das alteracoes morfolégicas no parénquima pulmonar apos instilacao de

silica

Considerando que a silicose € uma patologia inflamatdria cronica com predominancia
de inflamagdo granulomatosa e resposta fibronodular (Delgado et al., 2006), partimos para

avaliar as possiveis alteragdes morfoldgicas no tecido pulmonar.

Conforme pode ser observado na Figura 4.3A e C, os pulmdes dos animais instilados
com salina exibiram a estrutura do parénquima pulmonar preservada, com espagos alveolares
livres da presenca de infiltrado inflamatdrio e septos alveolares dotados de espessura normal.
Como ilustrado na Figura 4.3B, o grupo WT silica, em 7 dias, exibiu alteracdo difusa do
parénquima pulmonar refletida por espessamento septal e presenca de células inflamatorias.
Em contrapartida, o grupo MIF” silica apresentou atenuacdo do infiltrado inflamatério
tecidual (Figura 4.3D) e nddulos silicéticos de menor propor¢do no pulmio, quando

comparado ao grupo de camundongos WT silica (Figura 4.3E).

Na fase cronica, 28 dias apds instilacdo de silica (10 mg/50 uL), constatamos que o
parénquima pulmonar dos animais salina se manteve preservado, sem indicio de alteragao
morfolégica (Figuras 4.4A e C). Por outro lado, notamos nesse momento, a progressao da
resposta inflamatéria no grupo de animais silicéticos, caracterizada pela formacdo de
granulomas peribronquiolares constituidos por células inflamatérias em meio as particulas de
silica (Figuras 4.4B e D). Verificamos ainda, de forma interessante, que o grupo MIF 7" silica
(Figura 4.4D) apresentou um comprometimento maior da resposta inflamatéria em
comparacdo ao grupo WT silica, com formagdo de granulomas extensos, por vezes
coalescentes, e com caracteristicas diferentes, onde a regido central nodular destacou-se pela
tonalidade rosada e presengca de menor infiltrado celular, fendmeno sugestivo de natureza
necrdtica e intensa degradacdo de coldgeno. Foi observado que esse tipo de granuloma
presente no grupo deficiente de MIF, em 28 dias, ocupou ndo somente uma area maior no
tecido pulmonar em comparacdo ao grupo WT silica (Figura 4.4E), como se encontrou
exacerbado em aproximadamente 5 vezes em relagdo ao verificado na fase aguda do modelo

experimental.

Sabendo que a fibrose pulmonar observada histologicamente envolve um processo de
reparo da arquitetura pulmonar (Zhang et al., 1993), buscamos analisar no pulmado de
camundongos silicéticos a deposi¢do de coldgeno, componente de matriz extracelular

importante no curso da regeneracao tecidual.
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Através da coloragdo com Picro Sirius foi possivel identificar em 7 dias, a presenca de
uma pequena quantidade basal de fibras coldgenas, localizada pr6xima aos bronquios, no
parénquima pulmonar dos animais controles (Figuras 4.5A e C). Nos animais silicéticos, foi
detectado um aumento significativo no depésito de fibras coldgenas (Figuras 4.5B e D). Nos
cortes histologicos do grupo deficiente de MIF, notamos uma atenuacdo na quantidade de
coldgeno no parénquima pulmonar (Figura 4.5D) em comparacdo ao contetido detectado no
pulmao dos animais WT, o qual se mostrou de forma significativa quando realizada a anélise
quantitativa do material através da técnica de Sircol (Figura 4.5E). No tempo correspondente
a fase cronica, observamos uma pequena quantidade basal de coldgeno no pulmdo dos
animais controle (Figuras 4.6A e C). Contudo, a marcacdo de fibras coldgenas dentro dos
nddulos silicéticos, no grupo WT, mostrou-se dotada de maior intensidade (Figura 4.6B) em
relacdo ao observado em 7 dias, apresentando-se de forma difusa nos granulomas e
demonstrando claramente a ocorréncia de um processo fibrético nos pulmdes dos animais
expostos a silica. O grupo MIF " silica apresentou reducdo do conteiido de coldgeno em

comparacdo ao grupo WT silica, como observado na Figura 4.6D e confirmado por anélise

quantitativa (Figura 4.6E).

37



1\:.\ W

.,.:,-%?, . ¥, g4

WANEY

»,
i v

Fracao de granuloma (% )

T
WT Silica MIF 7 Silica

Figura 4.3: Avaliacio morfolégica de cortes histolégicos do pulmdo de camundongos
WT (painéis superiores) e MIF"~ (painéis inferiores), 7 dias apés instilacdo intranasal de salina
(A, C) ou silica (10 mg/50 pL) (B, D). Avaliacdo quantitativa da drea de granuloma no pulmao
através da técnica de morfometria (E). Os resultados representam a média + erro padrdo da
média. Salina (n= 6) e silica (n= 8). ¥ p <0,05 comparado ao grupo WT silica. Os cortes

histolégicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (H&E). Aumento de 200x.
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Figura 4.4: Avaliacio morfolégica de cortes histolégicos do pulmdo de camundongos
WT (painéis superiores) e MIF" (painéis inferiores), 28 dias apés instilacdo intranasal de salina
(A, C) ou silica (10 mg/50 uL) (B, D). Avaliacdo quantitativa da drea de granuloma no pulmao
através da técnica de morfometria (E). Os resultados representam a média + erro padrdo da
média. Salina (n= 6) e silica (n= 8). ¥ p <0,05 comparado ao grupo WT silica. Os cortes

histolégicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (H&E). Aumento de 200x.
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Figura 4.5: Avaliacdo da deposi¢cdo de fibras coldgenas no tecido pulmonar de camundongos
WT (painéis superiores) e MIF” (painéis inferiores), 7 dias ap6s instilagdo intranasal de salina
(A, C) ou silica (10 mg/50 uL) (B, D). Avaliagdo quantitativa do depdsito de coldgeno no
pulmdo através da técnica de Sircol (E). Os resultados representam a média + erro padrdo da
média. Salina (n= 6) e silica (n= 8). * p <0,05 comparado aos respectivos grupos salina; * p <0,05
comparado ao grupo WT silica. Os cortes histolégicos foram corados com Picro Sirius e

contracorados com Hematoxilina-Eosina (H&E). Aumento de 200x.
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Figura 4.6: Avaliacdo da deposi¢do de fibras coldgenas no tecido pulmonar de camundongos
WT (painéis superiores) e MIF" (painéis inferiores), 28 dias apés instilacdo intranasal de salina
(A, C) ou silica (10 mg/50 uL) (B, D). Avaliagdo quantitativa do depdsito de coldgeno no
pulmdo através da técnica de Sircol (E). Os resultados representam a média + erro padrdo da
média. Salina (n= 6) e silica (n= 8). © p <0,05 comparado ao grupo WT salina; # p <0,05
comparado ao grupo WT silica. Os cortes histologicos foram corados com Picrus Sirius e

contracorados com Hematoxilina-Eosina (H&E). Aumento de 200x.

41



4.5 Analise de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar de camundongos silicéticos

A partir da fagocitose de particulas de silica, macréfagos liberam uma gama de
mediadores inflamatdrios responsdveis pelo recrutamento de outras células do sistema imune,

amplificando a cascata da resposta inflamatéria (Sato et al., 2008).

Resolvemos entdo, investigar primeiramente o perfil de quimiocinas importantes no
recrutamento de neutr6filos para o sitio com injtria. Constatamos que, no tecido pulmonar de
animais expostos a silica, houve uma elevada produ¢do das quimiocinas C-C (MIP-1a) e C-X-
C (MIP-2) (Figuras 4.7A e B, respectivamente) quando comparado aos seus respectivos
controles. Entretanto, notamos uma reducio em torno de 50% nos niveis de MIP-1a e MIP-2
no grupo MIF” silica em comparacdo ao grupo WT silica. A producdo de citocinas relevantes
no processo silicético e reconhecidamente dotadas de potencial fibrogénico, TNF-a e TGF-j3,
apresentou-se elevada em ambos os grupos de animais silicéticos quando comparados aos
seus respectivos controles (Figuras 4.7C e D). O grupo silicético deficiente de MIF ndo
apresentou diferenca na producdo de TNF-a (Figura 4.7C), 7 dias apds instilagao de silica,
entretanto, observamos elevagdo nos niveis de TGF-B3, quando comparado ao grupo selvagem

(Figura 4.7D).

Na fase cronica, observamos que os animais silicticos apresentaram niveis elevados
de producdo das quimiocinas analisadas, em relagdo aos respectivos controles (Figuras 4.8A e
B). Notamos no grupo MIF"" silica, niveis menores de MIP-1a e MIP-2 em comparagio ao
grupo WT e vale ressaltar que a redug@o nos niveis de MIP-2 foi ainda maior (em torno de
65%) 28 dias pos-silica (Figuras 4.8B), quando comparado ao detectado na fase aguda da

silicose. Este resultado sugere a redu¢do da migracdo de células inflamatdrias na auséncia de

MIF.

Em relacdo as citocinas fibrogénicas, em 28 dias, a resposta encontrada foi um
aumento significativo da producdo de TNF-a ¢ TGF-B no grupo MIF", quando comparada 2

resposta observada no grupo WT silica (Figuras 4.8C e D).
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Figura 4.7: Geragdo de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar de camundongos
WT e MIF/ ", 7 dias ap6s instilacdo intranasal de salina (colunas brancas) ou silica (10 mg/50 uL)
(colunas pretas). Quimiocinas MIP-1a e MIP-2 em A e B; e citocinas TNF-a e TGF-3 em C e D,
respectivamente. Os resultados representam a média + erro padrdo da média de no minimo 6
animais. * p <0,05 comparado aos respectivos grupos salina; * p <0,05 comparado ao grupo WT

silica.
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Figura 4.8: Geracdo de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar de camundongos
WT e MIF”, 28 dias apOs instilacdo intranasal de salina (colunas brancas) ou silica
(10 mg/50 uL) (colunas pretas). Quimiocinas MIP-1a e MIP-2 em A e B; e citocinas TNF-a e
TGF-B em C e D, respectivamente. Os resultados representam a média + erro padrdao da média de
no minimo 6 animais. * p <0,05 comparado aos respectivos grupos salina; * p <0,05 comparado

ao grupo WT silica.
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4.6 Analise da expressao de F4/80 no tecido pulmonar de camundongos silicéticos

Dando continuidade ao trabalho e tendo em vista a importancia das células
inflamatdérias no contexto da silicose, resolvemos investigar a expressdo de F4/80, um

reconhecido marcador de macréfagos ativados, através de imunohistoquimica.

Vimos, na fase aguda, uma intensa marcacdo no tecido pulmonar dos grupos de
animais silicéticos (WT e MIF"") quando comparados aos grupos de animais instilados com
salina (Figuras 4.9B e D; Figuras 4.9A e C, respectivamente). O grupo MIF™" silica (Figura
4.9D) apresentou reducdo significativa da expressdo de F4/80 em relacdo ao grupo WT silica
(Figura 4.9B). A avaliagdo quantitativa por meio da contagem de pixels ratificou os achados
descritos acima, indicando um menor infiltrado de macréfagos no pulmido dos animais

knockout para MIF (Figura 4.9E).

Perfil semelhante foi observado em 28 dias, onde a marcacdo no grupo WT silica se
manteve elevada em relacdo ao grupo WT salina (Figuras 4.10B), assim como o grupo MIF™”"
silica em relacdo ao seu respectivo controle (Figuras 4.10D). Adicionalmente, a marcagao
que evidencia macréfagos ativados manteve-se reduzida no grupo silicético deficiente de MIF
(Figura 4.10D e Figura 4.10E), condicdo essa, possivelmente relacionada a presenca de

granulomas dotados de menor infiltrado inflamatério.
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Figura 4.9: Avaliacdo da expressao de F4/80 em cortes histolégicos do pulmdo de camundongos
WT (painéis superiores) e MIF” (painéis inferiores), 7 dias ap6s instilacdo intranasal de salina
(A, C) ou silica (10 mg/50 pL) (B, D). Anélise quantitativa da expressdao de F4/80 no pulmao
através da contagem por pixels (E). As figuras inseridas representam o controle negativo do
ensaio, ou seja, sem a adicdo do anticorpo primdrio. Os resultados representam a média + erro
padrio da média. Salina (n= 6) e silica (n= 8). © p <0,05 comparado aos respectivos grupos
salina; * p <0,05 comparado ao grupo WT silica. Os cortes histolégicos foram contracorados

com Hematoxilina-Eosina (H&E). Aumento de 200x.
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Figura 4.10: Avaliacdo da expressdo de F4/80 em cortes histolégicos do tecido pulmonar de
camundongos WT (painéis superiores) ¢ MIF” (painéis inferiores), 28 dias apds instilagdo
intranasal de salina (A, C) ou silica (10 mg/50 uL) (B, D). Andlise quantitativa da expressao de
F4/80 no pulmao através da contagem por pixels (E). As figuras inseridas representam o controle
negativo do ensaio, ou seja, sem a adi¢cdo do anticorpo primdrio. Os resultados representam a
média + erro padrdo da média. Salina (n= 6) e silica (n= 8). * p <0,05 comparado aos respectivos
grupos salina; * p <0,05 comparado ao grupo WT silica. Os cortes histolégicos foram

contracorados com Hematoxilina-Eosina (H&E). Aumento de 200x.
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4.7 Anadlise da expressio de a-actina de misculo liso no tecido pulmonar de

camundongos silicéticos

Outro ponto relevante no que diz respeito ao desenvolvimento de respostas
inflamatdrias cronicas € a ocorréncia de remodelamento, envolvendo a proliferacio de células
mesenquimais com a finalidade de restaurar a arquitetura do tecido. Sendo assim, buscamos
avaliar a presenca de células estritamente relacionadas a esse processo, realizando uma
imunohistoquimica no tecido pulmonar, com a utilizacio de anticorpo anti-o-actina de
musculo liso (a-SMA), proteina expressa em miofibroblastos diferenciados a partir de

fibroblastos ativados durante processo de injdria tecidual.

Verificamos a presenga de marcagdo acentuada em ambos os grupos de camundongos
silicéticos (Figuras 4.11B e D) quando comparados aos seus respectivos controles (Figuras
4.11A e (), indicando assim, através da expressio de o-SMA, a identificacio de
miofibroblastos no tecido pulmonar dos animais expostos a silica, no tempo de
7 dias. O grupo MIF" silica apresentou reducdo significativa da expressdo desse marcador
molecular (Figura 4.11D) em relacdo ao grupo WT silica, atestado através da quantifica¢io da

intensidade de coloragdo dos cortes expressa como (pixels/pmz) (Figura 4.11E).

Na fase cronica da silicose experimental, observamos acentuada expressao de a-SMA
no grupo de animais selvagens (Figura 4.12B), ao passo que, o grupo deficiente de MIF
exibiu uma marcac¢ido de maior intensidade de miofibroblastos no tecido pulmonar (Figura
4.12D) em relacao ao grupo WT silica (Figura 4.12B), representado em um aumento de
aproximadamente 3 vezes em comparacdo ao observado em 7 dias (Figura 4.11D). Estes
resultados corroboram os achados anteriores indicativos de um processo fibrético exacerbado
no pulméo dos animais MIF"" silicGticos 28 dias pés-silica, evidenciado por corte histolégico,

através de técnicas cldssicas de coloracdo (Figura 4.4D).
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Figura 4.11: Avaliacdo da expressio de a-SMA em cortes histolégicos do pulmdo de
camundongos WT (painéis superiores) e MIF” (painéis inferiores), 7 dias apGs instilagdo
intranasal de salina (A, C) ou silica (10 mg/50 uL) (B, D). Andlise quantitativa da expressao de
a-SMA no pulmdo através da contagem por pixels (E). As figuras inseridas representam o
controle negativo do ensaio, ou seja, sem a adicdo do anticorpo primdrio. Os resultados
representam a média + erro padrdo da média. Salina (n= 6) e silica (n= 8). * p <0,05 comparado
aos respectivos grupos salina; * p <0,05 comparado ao grupo WT silica. Os cortes histolégicos

foram contracorados com Hematoxilina-Eosina (H&E). Aumento de 200x.
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Figura 4.12: Avaliacdo da expressdo de a-SMA em cortes histolégicos do pulmio de
camundongos WT (painéis superiores) e MIF"™ (painéis inferiores), 28 dias apds instilacdo
intranasal de salina (A, C) ou silica (10 mg/50uL) (B, D). Andlise quantitativa da expressao
de a-SMA no pulmao através da contagem por pixels (E). As figuras inseridas representam o
controle negativo do ensaio, ou seja, sem a adi¢cdo do anticorpo primdrio. Os resultados
representam a média * erro padrio da média. Salina (n= 6) e silica (n= 8). * p <0,05
comparado aos respectivos grupos salina; ¥ p <0,05 comparado ao grupo WT silica. Os cortes

histolégicos foram contracorados com Hematoxilina-Eosina (H&E). Aumento de 200x.
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4.8 Efeito do tratamento anti-MIF na funcio pulmonar e hiperreatividade das vias

aéreas apos instilacao de silica

A fim de validar os dados obtidos a partir da utilizacao de camundongos deficientes de
MIF no modelo experimental de silicose, nesta proxima etapa, realizamos através do
tratamento com anticorpo anti-MIF, a neutralizacio do fator inibidor da migracdo de

macréfagos na injuria pulmonar aguda induzida por silica.

Primeiramente, a andlise da funcdo pulmonar nos camundongos do grupo silica,
indicou alterac@o basal do pardmetro de resisténcia pulmonar (Figura 4.13A), constituida de
niveis aumentados em relacdo ao grupo controle. Como esperado, o grupo de animais tratado
com soro nao-imune (200 pg/animal) ndo apresentou alteragdo do parametro de resisténcia em
relacdo ao grupo silica (Figura 4.13A). Camundongos tratados com anticorpo anti-MIF
apresentaram reducgdo significativa na condi¢do basal, com niveis de resisténcia proximos ao
detectado no grupo salina (Figura 4.13A). Apés aerolizacdo de concentragdes crescentes (3 —
27 mg/mL) do agente bronconstrictor metacolina, observamos um aumento concentragao-
dependente nos niveis de resisténcia pulmonar no grupo silica em relagdo ao seu controle
(Figura 4.13A), e na condic¢@o de neutralizacdo do MIF notamos reducdo desses niveis (Figura
4.13A) quando comparado ao grupo WT silica, de forma similar ao detectado anteriormente

nos animais MIF”".

Quanto ao outro parametro em questdo, de elastdncia pulmonar, verificamos uma
alterac@o basal no grupo silica quando comparado ao grupo salina (Figura 4.13B), enquanto
que o grupo tratado com IgG se manteve equiparado ao perfil detectado com o grupo silica
(Figura 4.13B). O tratamento com o anticorpo anti-MIF produziu reducio significativa dos
niveis de elastancia pulmonar na condicao basal (Figura 4.13B), assim como apds aerolizacao
do agente broncoconstrictor (Figura 4.13B), indicando claramente um menor

comprometimento da fun¢do pulmonar na fase aguda da silicose.
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Figura 4.13: Efeito do tratamento com anticorpo anti-MIF (200 pg/animal) sobre a funcdo
pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas frente a aerolizagdo de metacolina (3 - 27 mg/mL).
Resisténcia (A) e elastancia pulmonares (B), 7 dias apds instilacao de silica (10 mg/50 pL). Os
resultados representam a média # erro padrio da média (n=5). * p <0,05 comparado ao grupo salina;

* p <0,05 comparado ao grupo silica.
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4.9 Efeito do tratamento anti-MIF sobre as alteracoes morfolégicas no parénquima

pulmonar apdés instilacao de silica

Sabendo que o fendmeno de comprometimento da fun¢@o pulmonar € refletido no
quadro histopatolégico, buscamos analisar o efeito do tratamento com anticorpo anti-MIF, 7

dias poés-silica, no tecido pulmonar dos camundongos.

Os animais do grupo controle exibiram arquitetura do parénquima pulmonar normal,
com suas estruturas preservadas e sem qualquer indicativo de infiltrado inflamatério (Figura
4.14A). Conforme ilustrado na Figura 4.14B, camundongos instilados com silica
apresentaram alteracdo das estruturas do parénquima pulmonar, incluindo espessamento dos
septos alveolares e presenga de infiltrado celular. O tratamento com IgG ndo-imune (200
pg/animal) (Figura 4.14C) resultou em alteracdoes morfoldgicas semelhantes ao observado no
grupo silica. Na condi¢do de neutralizacdo do MIF, detectamos uma menor drea de granuloma
(Figura 4.14D), confirmado através da andlise morfométrica (Figura 4.14E) e corroborando os
achados anteriores da participagao do MIF como mediador pré-inflamatério de fase aguda da

silicose.
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Figura 4.14: Efeito do tratamento com anticorpo anti-MIF (200 pg/animal) sobre as alteracdes
morfoldgicas no pulmdo, 7 dias apds instilagdo intranasal de salina (A) ou silica (10 mg/50 uL)
(B, C e D). Camundongos tratados com IgG n@o-imune (C) e camundongos tratados com anti-
MIF (D). Avaliagdo quantitativa da 4rea de granuloma no pulmdo através da técnica de
morfometria (E). Os resultados representam a média + erro padrdo da média. Salina (n= 6) e
silica (n= 8). * p <0,05 comparado ao grupo silica. Os cortes histolégicos foram corados com

Hematoxilina-Eosina (H&E). Aumento de 200x.
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5. Discussao

A inalacio de particulas de silica na forma livre e cristalina acarreta o
desenvolvimento da pneumoconiose denominada silicose, caracterizada por um processo
inflamatério pulmonar cronico, evidenciado por resposta granulomatosa e fibronodular
(Thakur et al., 2009). O curso da doenca humana € insidioso e sua progressao ocorre mesmo
na auséncia de exposicao continua a silica, levando a um quadro de insuficiéncia respiratdria e

invalidez.

A silicose tem sido reproduzida em diferentes modelos animais, os quais desenvolvem
mudangas morfoldgicas similares ao observado na patologia humana (Ramos et al., 1988), de
forma a proporcionar um melhor entendimento acerca dos eventos iniciais que compdem a
fase inflamatdria aguda, e por sua vez, as alteracdes tardias subseqiientes, caracteristicas da
fase cronica da doenca. Nesta tese, utilizamos um modelo ndo-invasivo de silicose, onde os
animais foram instilados por via intranasal com uma pequena quantidade de silica (10 mg),
em oposicdo ao estudo elaborado por Perez-Ramos et al. (1999) de inducdo intratraqueal com
50 mg de silica. Nosso método de exposicdo as particulas apresenta eficicia quanto a defesa
desencadeada no pulmdo dos camundongos, visto que, uma dose excessiva de silica pode vir a
produzir efeitos precoces ndo relevantes aqueles esperados com doses menores € observados
na fisiopatologia humana. Além disso, o presente estudo dispds de um protocolo que garantiu
a distribuicdo homogénea das particulas no pulm@o em comparagdo a distribuicao
gravitacional observada no modelo intratraqueal (Brain et al., 1976). A utilizacdo de
camundongos geneticamente deficientes do fator inibidor da migracdo de macréfagos

permitiu a andlise direta da participacao desse mediador na silicose.

O MIF € uma citocina pré-inflamatéria descoberta ha mais de 40 anos e recentemente
reconhecida como potente mediador de respostas imunoldgicas. Participa da patogénese de
doencas inflamatdrias agudas e cronicas como choque séptico, artrite reumatdide e sindrome
do desconforto respiratério agudo, amplificando a cascata de reacdes inflamatérias (Kitaichi
et al., 2000, Nishihira et al., 2003). Dessa maneira, por apresentar-se em niveis aumentados
em patologias de natureza inflamatdria e por ter ampla distribui¢do tecidual, principalmente
em Orgaos de contato direto com o ambiente natural do hospedeiro, como o pulmao (Calandra
and Roger, 2003), objetivamos investigar a participacdo do MIF na resposta pulmonar murina,

frente a estimulacdo com silica.
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As pneumoconioses, as quais sdo estudadas dentro do grupo de doencas intersticiais
pulmonares, apresentam como caracteristica comum a restricdo funcional representada pela
diminui¢do da expansibilidade do parénquima. Usualmente sdo adotados testes de funcgdo
pulmonar com o objetivo de se determinar o grau de comprometimento no pulmio dos
pacientes silicéticos. Zanotto and Boner (1985) sugeriram o envolvimento da condi¢cdo de
hiperreatividade bronquica, onde as vias aéreas apresentam resposta broncoconstrictora
intensa a determinado estimulo provocativo, em patologias caracterizadas por
comprometimento do processo de trocas gasosas, tais como: inflamagdo, infecccdo ou
exposicao a alergenos. No presente estudo, realizamos um ensaio de mecanica respiratdria
onde camundongos WT e MIF " silicéticos apresentaram, 7 dias pds-silica, alteracdo basal
dos parametros analisados: resisténcia (capacidade das vias aéreas em resistir a entrada de ar)
e elastancia pulmonar (propriedade de resisténcia a deformacgdo por forgas estranhas, sendo
expressa como o inverso da complacéncia pulmonar) (Berne and Levy, 2000). O grupo de
animais deficientes de MIF apresentou niveis reduzidos dos parametros em questdo quando
comparado ao grupo WT silica, e apds aerossolizagdo de concentragdes crescentes (3 — 27
mg/mL) do agente bronconstrictor metacolina, observamos um aumento concentragao-
dependente nos niveis de resisténcia e elastancia pulmonar no grupo WT silica em relac@o ao
seu controle, fendbmeno que mostrou-se marcadamente reduzido nos animais MIF” silica.
Esses achados apontam claramente supressdao do quadro de hiperreatividade das vias aéreas
em resposta a provocagdo com metacolina. No tempo de 28 dias, verificamos que os
camundongos de ambos os grupos silicéticos apresentaram alteracdo da capacidade pulmonar
na condi¢do basal, representada por niveis elevados de resisténcia das vias aéreas e elastancia
pulmonar. O resultado encontra suporte em dados na literatura, que demonstram a partir de
testes de func@o pulmonar, comprometimento restritivo da ventilacio com aumento da
elastancia e diminuicdo da capacidade de difusio em doenca inflamatéria granulomatosa
(Mohr, 2004). Notamos ainda, na fase cronica, que a metacolina induziu broncoconstric¢ao
das vias aéreas nos grupos silicéticos, sendo que o grupo MIF™" silica apresentou aumento
significativo nos niveis de resisténcia e elastdncia pulmonar em relagdo ao grupo WT silica,

indicando um maior comprometimento do quadro silicético no grupo “knockout”.

Acredita-se que o processo de injuria pulmonar € iniciado devido as caracteristicas
aerodinamicas das particulas, como tamanho e propriedades de superficie (Albrecht et al.,
2005), no entanto, o influxo de células inflamatdrias tem recebido grande destaque nesse

sentido. A regulacdo da resposta pulmonar na silicose € um processo complexo que envolve a
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tolerancia as particulas ambientais. A injdria respiratdria interfere na homeostase imunolédgica
através da inducdo de uma resposta inflamatdria inicial, compreendida pela ativacao de
populacdes de células residentes e subseqiiente acimulo de diferentes tipos celulares do
sistema imunoldgico, visto que o pulmdo € um Orgdo ricamente vascularizado, o que
possibilita a migracao de leucdcitos através dos capilares. As primeiras células responsaveis
por mecanismos de defesa incluem macréfagos e neutréfilos, os quais eliminam debris
celulares, células mortas e organismos invasores. Apds 7 dias de instilacdo de silica, nossos
resultados revelaram no lavado broncoalveolar, um aumento significativo no nimero de
leucdcitos totais presentes nos grupos WT e MIF ™ silica, quando comparados aos respectivos
grupos salina. Essas células constituiram-se de mononucleares e polimorfonucleares. Vale
ressaltar que, o grupo MIF™" silica apresentou reducdo do nimero de leucdcitos totais em
relacdo ao grupo selvagem, refletido principalmente pelo nimero diminuido de neutréfilos. O
mesmo perfil de celularidade manteve-se presente até o tempo de observacdo mais tardio, o
qual corresponde a fase cronica da doenga, onde notamos aumento no nimero de macréfagos
no grupo WT, assim como no grupo deficiente de MIF, contudo, neste dltimo, o nimero de
células mononucleares encontrou-se reduzido quando comparado ao selvagem. Observamos
ainda, uma tendéncia de redu¢do no nimero de neutréfilos no grupo MIF" silica. E descrito
na literatura que o fator inibidor da migracdo de macréfagos promove sobrevida de células
inflamatdrias, como macréfagos e neutréfilos, através da inibi¢do da apoptose mediada pela
proteina p53 e participando de forma ativa no retardo da clivagem das moléculas pré-
apoptéticas Bid e Bax, assim como, no bloqueio da liberacdo do citocromo C pela
mitocondria (Mitchell et al., 2002), respectivamente. Outra explicacdo para o numero
reduzido de neutréfilos é que os macréfagos do grupo “knockout” estariam com atividade
quimiotdtica reduzida apds instilacdo de silica, dificultando o recrutamento de
polimorfonucleares. Tendo em vista que a transmigracdo de neutréfilos para o compartimento
e intersticio alveolares apresenta papel crucial no estabelecimento da inflamagdo pulmonar

aguda, direcionamos as andlises para o tecido pulmonar dos camundongos.

Conforme previamente descrito (Sato et al., 2008) a instilacdo de silica induz
inflamacdo no parénquima pulmonar, o que foi possivel constatarmos no grupo selvagem e
nos animais MIF" silica. Em confirmacio aos dados de celularidade observados no lavado
broncoalveolar, camundongos deficientes de MIF apresentaram reducdo da resposta
inflamatéria 7 dias pds-silica, atestado pela atenuacdo do infiltrado inflamatério tecidual,

nddulos silicéticos de menor propor¢ao no pulmao e reducao de fibras coldgenas, reafirmando
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a participagao do MIF na fase aguda da silicose. Nossos resultados referentes a fase cronica
apontaram para a formacdo de fibrose nos camundongos expostos a silica (WT e MIE™),
demonstrando a progressdo da patologia, desde o alvéolo contendo o foco de células
inflamatoérias durante a fase aguda para a plena formagao de granulomas peribronquiolares em
28 dias. No entanto, o grupo de camundongos MIF™" silica apresentou granulomas extensos,
ocupando grande parte do pulmio e com aspecto morfologico diferente dos granulomas
observados no grupo WT. Esses apresentaram coloracdo rosada e presenga de menor
infiltrado inflamatdrio na regido central. Vale ressaltar que a diminuicao de fibras coldgenas
observada € indicativa de um processo intenso de natureza necrdtica com degradagdo de
componentes de matriz extracelular por MMPs e padrdao similar ao detectado em outras
patologias granulomatosas dotadas de zonas de necrose caseosa (Saunders and Britton, 2007).
Nossos resultados confirmam ainda os achados de Satoskar er al. (2001), onde no modelo de
infeccdo por Leishmania major camundongos deficientes de MIF apresentaram resposta
granulomatosa intensa. A fibrose resulta tipicamente de inflamacdo cronica, sendo definida
por uma resposta imunoldgica que permanece por meses € na qual, a inflamagdo e o processo
de reparo tecidual ocorrem de forma simultinea. As patologias fibréticas apresentam em
comum a persisténcia do agente agressor, o qual induz a liberacdo de mediadores
inflamatdrios de forma a estimular a substituicao e nova sintese de componentes de matriz em
um processo conhecido como “turnover” (Stetler-Stevenson, 1996, Wynn, 2007). Por ser um
composto extremamente toxico, a silica € susceptivel a formagdo de radicais livres em sua
superficie quando em contato com 4gua e lipoproteinas presentes na camada de revestimento
alveolar, podendo contribuir de forma ativa para a resposta granulomatosa exacerbada
encontrada no grupo de camundongos deficientes de MIF na fase crénica da silicose. Além
disso, a reducdo de células inflamatérias numa fase inicial pode relacionar-se a uma

desestruturacdo na montagem dos mecanismos de defesa no hospedeiro.

H4 mais de 10 anos descobriu-se que particulas inaldveis de origem ocupacional como
a silica foram consideradas importantes indutores do fator nuclear kB (NF-kB) (Chen et al.,
1995), responsdvel em controlar a expressdao de genes que codificam diferentes mediadores
inflamatoérios (Chen et al., 1999, Karin and Ben-Neriah, 2000). Estudos conduzidos por Chen
et al. (1995) e dados obtidos em nosso laboratorio (ndo-mostrados) indicam a silica como
potencial indutor de translocacdo nuclear do NF-kB em macréfago murino. Sabe-se que a
fibrose pulmonar € descrita em humanos e modelos experimentais em associacdo a

inflamacdo crénica pulmonar caracterizada pelo acimulo de macréfagos, linfocitos e
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granulécitos (Gross and Hunninghake, 2001). Essas células inflamatérias constituem a
principal fonte de liberagdo de mediadores como citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, que por sua vez, possuem a habilidade de estimular a proliferacio de
fibroblastos, em um cendrio tipicamente observado em modelos induzidos por silica em

animais (Bissonnette and Rola-Pleszczynski, 1989).

Evidéncias experimentais implicam o TNF-o como uma citocina secretada por
macroéfagos alveolares e fundamental na patogénese da silicose (Gambelli et al., 2004,
Rojanasakul et al., 1999). Sua expressao € regulada de forma positiva nos pulmdes de
camundongos expostos a silica de maneira que precede ao desenvolvimento de fibrose
pulmonar. Em concordancia com os achados descritos, observamos logo na fase inicial de
nosso modelo, aumento da produ¢do de TNF-a nos grupos WT e MIF™ silica. Todavia, na
fase cronica encontramos niveis elevados de producdo da mesma no grupo deficiente de MIF,
assim como, produ¢do aumentada de outra citocina dotada de potencial fibrogénico, TGF-f
(Border et al., 1992, Sato et al., 2003) quando comparado ao grupo selvagem, corroborando a
idéia de uma resposta fibrogénica exacerbada no grupo MIF". Na silicose humana, o reparo
tecidual é orquestrado por uma sequéncia de eventos bioquimicos e celulares (Park and
Barbul, 2004). O TGF-p, identificado a partir de macréfagos e fibroblastos (Rimal et al.,
2005), tem recebido destaque principalmente por ser um fator de crescimento diretamente
relacionado ao crescimento e proliferacdo de células mesenquimais, com a finalidade de
restaurar a arquitetura do tecido. Avaliamos através de imunohistoquimica a presenca de
miofibroblastos, ativados a partir de fibroblastos residentes durante o desencadeamento do
processo de injuria tecidual. Para tal, utilizamos anticorpo anti-a-actina de musculo liso, uma
vez que essa proteina € expressa pelas células em questdo. Verificamos marcagdo acentuada
em ambos os grupos de camundongos expostos a silica em relagdo aos respectivos controles,
possibilitando assim, através da expressao de a-SMA a identificacdo de miofibroblastos no
tecido pulmonar desses animais. Na fase aguda da silicose, o grupo MIF” silica apresentou
reducdo significativa do marcador molecular em relagdo ao grupo WT silica. Contudo, 28 dias
pos-silica, o grupo deficiente de MIF exibiu marcacdo de maior intensidade de
miofibroblastos no tecido pulmonar, reafirmando presenca de inflamacdo exacerbada

observada no tempo correspondente a fase cronica.

Dando continuidade a andlise dos mediadores importantes no curso da silicose,
partimos para investigar as quimiocinas que regulam a transmigracdo de leucdcitos para o

compartimento alveolar e intersticio pulmonar em processos inflamatérios (Charo and
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Ransohoff, 2006). Nossos dados foram consistentes com observagdes anteriores (Driscoll,
1994) sobre o aumento da produ¢do de quimiocinas C-C e C-X-C apds exposicdo de silica.
Foi demonstrado que o MIF atua como ligante ndo cognato de receptores de quimiocinas C-
X-C (CXCR2 e CXCR4) (Bernhagen et al., 2007, Dewor et al., 2007). Os animais MIF™”
silica apresentaram em ambos os tempos de andlise, redu¢do nos niveis de MIP-1a (C-C) e
MIP-2 (C-X-C), relacionadas a quimiotaxia de mondcitos e neutréfilos, respectivamente
(Holmes et al., 2002), quando comparado ao grupo WT silica. Uma vez que essas
quimiocinas promovem um “loop” inflamatério positivo responsavel pela manutencdo da
resposta local, podemos justificar a atenuacdo da injdria observada no grupo MIF" na fase

aguda da silicose e a menor marcagdo de macréfagos ativados no tecido pulmonar desses

animais, através da expressao reduzida de F4/80 realizada por imunohistoquimica.

Através da utilizagao de camundongos “knockout” para o fator inibidor da migracao
de macréfagos, demonstramos sua participa¢ao na inflamagao pulmonar aguda no modelo de
silicose. Com a finalidade de validar os dados obtidos at¢é o momento e aprofundar o
entendimento acerca do efeito do MIF enddgeno, foram realizados experimentos utilizando
anticorpo anti-MIF. As primeiras pesquisas experimentais visando bloquear as a¢des do MIF
envolveram a terapia neutralizante via anticorpo anti-MIF. Em respostas imunoinflamatérias
severas como a sepse, responsavel por uma alta taxa de mortalidade e morbidade em unidades
de terapia intensiva, a administracdo de anticorpo anti-MIF anteriormente ou apds indugdo de
choque séptico, protegeu os camundongos da condicio de choque endotdxico letal
(Bernhagen et al., 1993, Calandra et al., 2000). De forma similar, na sepse causada por
bactérias Gram-positivas, a neutralizacio do MIF com anticorpos especificos, aumentou de

forma significativa a sobrevida dos animais (Calandra et al., 1998).

Recentemente, foi demonstrado que camundongos tratados com anticorpo anti-MIF
exibiram atenuacao significativa do fendmeno de hiperreatividade tanto a metacolina inalada
como a ovoalbumina no modelo de asma experimental induzido por ovoalbumina (Kobayashi
et al., 2006). Além disso, o aumento da reatividade induzida pelo agente broncoconstrictor em
camundongos deficientes de MIF também encontrou-se reduzido quando comparado ao grupo
de camundongos WT (Magalhaes et al., 2007). Nossos resultados referentes ao efeito do
tratamento neutralizante sobre o comprometimento na fun¢do pulmonar e hiperreatividade das
vias aéreas detectados apds instilacdo de silica indicou, alteracdo basal nos parametros de
resisténcia e elastancia pulmonar no grupo silicético, ao passo que, como esperado,

camundongos tratados com anticorpo anti-MIF (200 pg/animal) apresentaram reducgdo
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significativa dos parametros na condi¢do basal com niveis proximos ao detectado no grupo
salina. Apds aerolizacdo de concentragdes crescentes de metacolina, notamos aumento nos
niveis de resisténcia e elastancia pulmonar no grupo silica e mais uma vez, na condi¢ao de
neutralizac¢do do fator, verificamos redu¢ado significativa desses niveis, corroborando os dados

observados anteriormente nos animais MIF ” no tempo de 7 dias.

Através da andlise histolégica 7 dias pds-silica, foi possivel observar certo
comprometimento tecidual no grupo silicético, constituido de espessamento septal e presenca
de infiltrado celular, enquanto que o grupo tratado com anti-MIF apresentou redug¢dao do
infiltrado inflamatério nos espagos aéreos, confirmado através de andlise morfométrica.
Tendo em vista que a destruicdo tecidual pode ocorrer em parte pela acdo de enzimas
proteoliticas liberadas por células inflamatdrias e que o mecanismo de apoptose celular no
sitio inflamatério € um processo importante para delimitar a resposta inflamatéria, isto €,
contribuir para a resolucdo da mesma, dados bibliograficos mostram a participagcdo do MIF
como fator inibidor de apoptose de diferentes tipos celulares (Baumann et al., 2003, Nguyen
et al., 2003). Macroéfagos obtidos de camundongos deficientes de MIF exibiram aumento de
apoptose celular em comparagdo aos camundongos WT (Mitchell et al., 2002). Em adicdo, a
administracio de MIF recombinante reduziu a apoptose induzida por 6xido nitrico na
linhagem macrofagica celular RAW 264.7 (Baumann et al., 2003). Sendo assim, a atividade
neutralizante anti-MIF pode aumentar a apoptose de células inflamatdrias, resultando por sua
vez, em um consideravel decréscimo de infiltrado celular. De forma a somar e sustentar essa
hipétese, resultados reportados da literatura indicam supressdo de actimulo de neutréfilos
induzido por LPS no pulmao de ratos tratados com anti-MIF via efeito reduzido nos niveis de
MIP-2 (Makita et al., 1998). Foram encontrados também, niveis reduzidos das quimiocinas
MIP-2 e KC no tecido pulmonar de animais silicéticos tratados com anticorpo neutralizante
anti-MIF em comparagdo ao grupo silica (dados ndo-mostrados), o que nos sugere certa
implicacdo do MIF no infiltrado de neutréfilos induzida por silica. Estudos prévios realizados
por Tanino et al. (2002) propuseram o envolvimento do MIF no desenvolvimento da injdria
pulmonar aguda. Através de um modelo de indugao de fibrose por bleomicina, constataram 7
dias pds-bleomicina, reducdo do acimulo de células inflamatérias e redugcdo da expressao de
TNF-a nos espagos alveolares juntamente com diminuicao da lesao pulmonar histopatoldgica
ap6s tratamento com anti-MIF, estabelecendo, em consisténcia com nossos achados, a

participacao do MIF na supressdo da injiria pulmonar aguda.
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Considerando que a terapia anti-MIF tem recebido énfase como estratégia
imunofarmacoldgica promissora, a neutralizacdo do MIF através da utilizacdo de anticorpos
especificos pode tornar-se uma ferramenta vidvel para o tratamento de uma gama de
patologias inflamatérias. Acreditamos que, os efeitos benéficos da terapia anti-MIF descritos
em condicdes inflamatdrias experimentais, permitam a identificacdo de alvos terapéuticos,
isto é, as vias imunoldgicas exatas de acdo do MIF com aplicacdo futura em tratamentos de

doencas em humanos.

Os resultados mostrados nesta tese apresentam relevancia principalmente por
constituirem a primeira evidéncia da participacdo do MIF na fisiopatologia da silicose. Em

conjunto, os dados obtidos fazem do MIF um fator modulador do quadro silicético.
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6. Conclusoes

que:

Tomando por base os resultados apresentados nesta dissertacdo, podemos concluir

Através do modelo experimental de silicose ndo-invasivo foi verificado que a
instalacdo intranasal de dose unica de particulas de silica mostrou-se capaz de induzir
resposta inflamatdéria no parénquima pulmonar dos camundongos, o que se refletiu em

comprometimento da fun¢ao respiratdria;

Camundongos MIF"" silica apresentaram atenua¢do da fase aguda da resposta
silicética, conforme atestado por um menor comprometimento da fung@o pulmonar,
diminui¢do do infiltrado leucocitdrio e formagao de granuloma, assim como, redugao
dos niveis de quimiocinas estritamente relacionadas ao recrutamento de células

inflamatorias;

Na deficiéncia do MIF verificou-se uma potenciagdo da resposta fibrética na fase
cronica da doenga, indicada por maior comprometimento da fun¢do pulmonar e
hiperreatividade das vias aéreas, aumento da drea ocupada por granulomas no tecido

pulmonar e niveis elevados de mediadores pré-fibréticos;

O tratamento de camundongos silicéticos com anticorpo anti-MIF foi eficaz em
reduzir o comprometimento da funcdo pulmonar e o infiltrado de células inflamatorias
no tecido pulmonar, confirmando observacdo anterior da participagdao do MIF como

mediador pré-inflamatoério da fase aguda da doenca;

Em conjunto, nossos dados sugerem um papel modulador para o MIF na fisiopatologia

da silicose, constituindo um potencial alvo para intervenc¢ao terapéutica.
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