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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Livia Lacerda Mariano

A silicose é uma doenca inflamatdria pulmonar, de carater ocupacional, causada pela inalagédo
de particulas de silica, sendo caracterizada por marcada inflamacao e fibrose, e para qual ndo
ha tratamento até o momento. A lidocaina € um anestésico local que possui atividade anti-
inflamatdria conforme ja demonstrado em processos de natureza alérgica. Neste estudo
buscamos avaliar o efeito do tratamento com lidocaina sobre a silicose experimental murina.
Para tanto, camundongos Swiss-Webster foram instilados, por via intranasal, com particulas
de silica (0,5 — 10 um) e as analises realizadas em diferentes tempos apds o desafio. A
lidocaina foi administrada sob forma de aerossol, em doses diarias de 1 e 2%, por sete dias
consecutivos, iniciando-se 6 horas (fase inicial) ou 21 dias (tardia) ap0s a instilacdo de silica.
Verificamos que os camundongos silicticos apresentaram comprometimento da funcéo
pulmonar (aumento de resisténcia das vias aéreas e elastancia pulmonar) e hiper-reatividade
frente a metacolina. Observamos uma correlacdo temporal com a ocorréncia de alteracdes
morfoloégicas como infiltrado inflamat6rio, com presenca de células F4/80 positivas
(macroéfagos), producgdo de citocinas e quimiocinas (CXCL2/MIP-2, CXCL-1/KC, TNF-a e
IFN-y), progressiva fibrose e marcada formacdo de granulomas durante o curso da doenca. O
tratamento com lidocaina, na fase inicial, foi capaz de inibir as alterac6es de funcédo pulmonar,
infiltrado de macrofagos, producdo de citocinas e a resposta fibrotica, tanto em 7 como em 28
dias apds instilacdo da silica. De forma contréria, a administracdo da lidocaina na fase tardia
(21 dias) falhou em causar alteragdo ou reversdao dos parametros analisados. Adicionalmente,
demonstramos que a lidocaina foi capaz de inibir a producdo de TNF-a por macrofagos
alveolares (linhagem AMJ2C11) estimulados com silica in vitro. Ademais, utilizando
macrofagos derivados de medula dssea, diferenciados in vitro para os fendtipos M1
(préinflamatorio) e M2 (anti-inflamatério), verificamos que apenas o subtipo M1 mostrou-se
sensivel ao tratamento com lidocaina, conforme atestado pela reducéo dos niveis de citocinas
liberadas (TNF-a e IL-1B). Em conclus@o, nossos resultados mostram que o tratamento com a
lidocaina se mostrou eficiente em interferir somente com a fase de instalagdo da silicose,
falhando quando administrada na condi¢do do quadro fisiopatoldgico estabelecido. Isto pode
ser atribuido, pelo menos em parte as propriedades anti-inflamatérias da lidocaina, conforme
demonstrado pela inibicdo da atividade secretora de macrofagos possuidores de perfil
préinflamatério (M1).

Palavras chave: Pulmao, silica, inflamacéo, fibrose, lidocaina e macréfagos.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Livia Lacerda Mariano

Silicosis is an occupational lung inflammatory disease caused by silica particle inhalation,
being characterized a inflammation and fibrosis - there is no treatment available until now.
Lidocaine is a local anesthetic showing anti-inflammatory activity already demonstrated in
allergic processesess. In this study we investigated the effect of lidocaine treatment on a
model of murine experimental silicosis. Swiss-Webster mice were instilled intranasally with
silica particles (0.5 - 10 uM) and the analyses were performed at different time points after
challenge. Lidocaine was administered by aerosol 1 - 2% during seven consecutive days,
starting 6 hours (initial phase) or 21 days (late phase) after silica instillation. We showed that
silicotic mice exhibited decreased lung function (increased airways resistance and lung
elastance) and hyper-reactivity after methacholine stimulation. A temporal correlation was
noted concerning morphological alterations including inflammatory infiltrate F4/80 positive
cells (macrophages), production of cytokines and chemokines (CXCL2/MIP-2, CXCL1/KC,
TNF-a e IFN-y) and a progressive fibrosis and granuloma formation during the course of the
disease. Treatment with lidocaine, at the initial phase, inhibited lung function alterations,
macrophage infiltration, cytokine production and fibrosis, both at 7 and 28 days after silica
instillation. In contrast, lidocaine administration at the late phase (21 days) failed to modify or
reverse all the parameters analyzed. Additionally, we demonstrated that lidocaine inhibited
TNF-a production by alveolar macrophages (AMJ2C11 lineage) stimulated with silica in
vitro. Moreover, using bone-marrow derived macrophages differentiated in vitro to M1
phenotype (pro-inflammatory) and M2 phenotype (anti-inflammatory), we noted that only the
M1 macrophages were sensitive to lidocaine as attested by reduced levels of cytokine release
(TNF-o and IL-1p). In conclusion, our results show that treatment with lidocaine was shown
to be effective to interfere only with silicosis installation and failed when the physiopathology
was already established. This could be attributed, at least partially, to the anti-inflammatory
properties of lidocaine as shown by its ability to inhibit the secretory function of pro-
inflammatory macrophages (M1).

Key words: lung, silicosis, silica, inflammation, lidocaine, macrophage
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1- INTRODUCAO

As disfuncdes respiratdrias crénicas constituem um amplo espectro de alteracbes e
incluem asma, rinite, enfisema, doencas de carater ocupacional, hipertensdo pulmonar,
broncoquiectasia, doencas pulmonares instersticiais e distdrbios respiratorios do sono (1).

Observa-se um aumento na prevaléncia e gravidade das doencas respiratorias,
principalmente em criancas e pessoas de idade avancada, e estima-se que mais de 1bilhdo de
pessoas em todo mundo sofram de doencas respiratorias cronicas, e dessa parcela, mais de 500
milhGes de pessoas vivem em paises em desenvolvimento (2). Apesar de muitas doencas
respiratdrias cronicas poderem ser prevenidas, como por exemplo as doengas ocupacionais,
elas ainda causam muitos efeitos adversos, afetando a qualidade de vida e levando a invalidez
dos individuos afetados. A Organizagdo Munidal de Saude (OMS) e o Banco Mundial
estimaram que 4,6 milhdes de pessoas com doencas respiratorias crénicas em todo mundo
iriam morrer prematuramente em 2005, e projetaram um aumento significativo dessas doencas
em todo o0 mundo nos préximos anos (3).

Dentre as doencas respiratorias cronicas, podem-se destacar as de carater ocupacional,
qgue continuam a figurar como uma das principais causas de morbidade relacionada ao
trabalho. A exposicao a agentes quimicos e toxicos no ambiente de trabalho, principalmente
em fabricas e industrias, pode ser fatal para os trabalhadores ao longo do tempo, podendo
afetar invariavelmente diferentes 6rgdos. Entretanto, devido a sua anatomia e fisiologia, 0
sistema pulmonar ¢ um dos mais afetados no organismo devido a exposicdo de agentes
toxicos (2). Uma das dificuldades no tratamento e diagnostico adequado dos pacientes, € que
muitas vezes ocorre uma longa laténcia entre a exposi¢do ao agente e o desenvolvimento dos
sintomas clinicos, com muitos pacientes apresentando sintomas ou anormalidades

radiogréficas anos ou décadas apos a exposicao ter cessado (4).

1.1 PULMAO

O principal 6rgdo do sistema respiratorio sdo os pulmdes. Eles estdo localizados na
cavidade toracica, recobertos por uma membrana serosa denominada pleura, e apoiados em
um 6érgdo musculo-membranoso, denominado diafragma. Os pulmdes sdo responsaveis pela
troca gasosa entre o ambiente e 0 sangue, e consistem em um par de brénquios primarios que
se ramificam a partir da traqueia dando origem a sec¢des progressivamente mais finas das vias
aéreas, denominados bronquiolos, os quais se abrem para a regido alveolar ductal, local onde

ocorrem as trocas gasosas (5).



O epitelio bréngquico normal é formado por uma estrutura celular estratificada
consistindo de uma camada de células secretoras e células ciliadas, suportadas por uma
camada de células basais (6). No epitélio € possivel identificar dois tipos de células epiteliais,
também chamadas de células alveolares. Aquelas mais predominantes no tecido pulmonar séo
as células alveolares planas (pneumacito do tipo 1), que cobrem cerca de 90% da superficie
alveolar e sdo responsaveis pela troca gasosa. O segundo tipo celular € denominado de células
alveolares cubdides (pneumacito do tipo 1), e cobrem os 10% restantes da superficie alveolar.
Estas células sdo mais resistentes que as células alveolares planas, e desempenham funcgdes
importantes no pulmdo, como a producdo de surfactante, transporte de ions, e servem como
células progenitoras para a regeneragdo de células do tipo | apds uma lesdo (7).

As vias aéreas, das narinas aos alvéolos, em um ambiente de trabalho, entram em
contato com 14.000 litros de ar durante apenas uma semana de trabalho de 40 horas. A
atividade fisica no trabalho pode aumentar a ventilagdo, levando a um aumento na
contabilidade de ar inalado, e aumentar em até doze vezes a exposi¢do a contaminantes no
ambiente (8). O pulmdo é capaz de isolar tais contaminantes evitando que provoquem uma
lesdo ao tecido, como por exemplo, as substancias podem ser fisicamente removidas do
pulmdo através do “clearance” mucociliar, ou do transporte por canais intersticiais e linfaticos
que conduzem aos nédulos linfaticos. As substancias também podem ser localmente

detoxificadas por anticorpos ou neutralizadas no interior de células fagociticas (9).

1.2 PNEUMOCONIOSES

Pneumoconioses sdo um grupo de doencas do parénquima pulmonar que resultam da
inalacdo de particulas inorganicas no ambiente de trabalho. Algumas particulas séo
biologicamente inertes e ndo provocam qualquer doenca clinica ou déficit na funcédo
pulmonar, enquanto que outras, como amianto e silica cristalina, causam a destruigdo do
parénquima pulmonar (10). Para algumas doengas ha uma ligacdo muito clara entre a
exposicdo e a doenca, por exemplo, a silicose é causada apenas pela exposi¢éo as particulas de
silica. J& outras exposi¢cdes podem provocar mais de um tipo de doenca, ou mais um tipo de
doencga respiratoria, como por exemplo, amianto pode provocar asbestose e provavelmente
doenca pulmonar obstrutiva cronica (11). Classicamente, estas particulas ddo origem a
padrdes radioldgicos caracteristicos e profundo déficit na funcdo pulmonar, com reducdo na
capacidade de difusdo do pulmdo. Notadamente, a doenca pode progredir anos apds a

exposicao as particulas ter cessado (10).



Doencas pulmonares ocupacionais sdo uma das principais causas de comprometimento
pulmonar em todo mundo, e estima-se que s6 no ano 2000 houve 386.000 mortes no mundo
devido a problemas respiratorios, e quase 6,6 milhdes de anos de vida perdidos ajustados por
incapacidade (“DALY™) atribuidos a inalagdo de particulas no ambiente de trabalho (11). A
Organizacdo Munidal de Saude (OMS) estima que SO as pneumoconioses consideradas
classicas, como a silicose, a asbestose e a pneumoconiose dos trabalhadores de carvéo,
resultaram na morte de 30.000 pessoas e cerca de 1,3 milhdo de anos de vida perdidos
ajustados por incapacidade s6 no ano 2000 (12).

As doencas pulmonares podem ainda ser divididas em dois grandes grupos: as restritivas
e as obstrutivas. As de carater obstrutivo sdo caracterizadas pela obstrugdo do fluxo de ar em
qualquer nivel das vias aéreas, enquanto que as de carater restritivo sdo caracterizadas pela
diminuicdo da capacidade de extensdo do parénquima pulmonar. As pneumoconioses, que
estdo dentre as doencas pulmonares de carater ocupacional, podem ser divididas em
fibrogénicas e ndo-fibrogénicas de acordo com o composto inalado. Os efeitos que tais
compostos inalados podem provocar vao variar de acordo com a sua concentragdo, da duragédo
de exposicdo e a forma quimica do composto. Como exemplo de pneumoconioses
fibrogénicas tem-se a antracose, a silicose, a asbestose e a beriliose. Ja a siderose, causada por

Oxido de estanho e a baritose sdo exemplos de pneumoconioses nao-fibrogénicas (13)(14).

1.2.1 SILICOSE

A silicose é uma doenca pulmonar crénica causada pela inalacdo de particulas de silica
cristalina. A exposicdo ocorre mais comumente em inddstrias que cortam, moem ou perfuram
pedras, azulejo, alvenaria e concreto contendo silica, e incluem as atividades na fabricacéo de
tijolos, concreto, e ceramica, jateamento de areia e fundigdes (12).

Existem diversas categorias clinicas para esta pneumoconiose, as quatro principais
formas clinicas incluem: silicose simples (nodular), silicose complicada, silicose acelerada e
silicose aguda (silicoproteinose). A silicose simples ocorre de 10 a 20 anos de baixa a
moderada exposicao a silica, e ndo causa sintomas ou comprometimento respiratorio, com 0s
pacientes apresentando nédulos de 1 — 9 mm nas regides superiores do pulméo. A silicose
complicada é a forma mais comum da doenca, e é definida pela presenca de fibrose
coalescente nas regides centrais e periféricas dos pulmdes. Esta forma da doenca ocorre apds
10 anos ou mais de exposicao a baixas concentracfes de silica, & extremamente debilitante e
leva a dispnea e comprometimento da funcdo respiratoria. A silicose acelerada é definida

como o répido desenvolvimento da silicose complicada devido a exposi¢Ges a uma quantidade
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muito elevada de silica em um curto periodo de tempo. A silicose aguda ocorre 1 a 3 anos
apos alta exposicdo as particulas de silica, com os pacientes apresentando falta de ar
progressivamente. Nesta forma da doenca, ocorre uma alta proliferacdo de pneumdcitos do
tipo I, com producdo excessiva de surfactante, enchendo os espagos alveolares com material
lipoproteinaceo (15)(12).

Os pacientes com silicose desenvolvem ndo apenas complicacGes respiratorias, como
bronquite cronica, enfisema e fibrose pulmonar, mas também doencas autoimunes. As
doencas autoimunes tipicamente relacionadas com silicose incluem artrite reumatdide
(também conhecida como sindrome de Caplan), lupus eritematoso sistémico, esclerose
sistémica e vasculite associada a anticorpo citoplasmatico anti-neutrofilos (16).

O diagndstico de uma doenca pulmonar ocupacional depende de um histérico de
avaliacdo completo, sem o qual o diagndstico de silicose poderia facilmente ser descartado na
auséncia de lesdes nodulares tipicas nos pulmdes. O diagndstico de silicose se baseia em um
historico da exposicdo as particulas de silica e caracteristicas radioldgicas compativeis,
juntamente com a exclusdo de outros diagndsticos como tuberculose miliar, sarcoidose,
infeccOes fungicas, fibrose pulmonar idiopatica, carcinoma e outras doencas intersticiais (17).
Através da tomografia computadorizada de alta resolucdo, a silicose é determinada como
matiplos nodulos, de 2 — 5 mm localizados predominantementes nas regiGes superior e

posterior dos pulmdes, e concentrados em uma distribuicdo centro lobular (4).

1.2.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Embora a silicose possa ser prevenida pelo controle de poeira no local de trabalho e uso
de méscaras, esta doenga continua a ser um problema no mundo todo, principalmente em
paises em desenvolvimento. As fontes de silica sdo numerosas, dado que este € o mineral mais
abundante na crosta terrestre e presente em matérias-primas de uma ampla gama de setores
industriais (18).

Os dados epidemiologicos relativos a silicose sdo, de maneira geral, escassos e muitas
vezes subestimados, principalmente em paises de baixa ou média renda. Durante o periodo de
1968 — 2002 estima-se que a silicose foi responsavel ou contribuiu com a causa de morte de
cerca de 74 milhGes de dbitos nos Estados Unidos. De acordo com o Instituto Nacional de
Seguranca e Saude Ocupacional dos Estados Unidos, cerca de 3,7 milhGes de trabalhadores,
que trabalham na agricultura neste pais, estiveram expostos a silica em 2002 (19). Na india
estima-se que 11,5 milhdes de trabalhadores estdo expostos a silica (20), e a China teve mais

de 500 mil casos registrados entre 1991 e 1995, e mais de 6.000 novos casos e 24.000 mortes
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reportadas anualmente. No Brasil, sO na area de mineragdo em Minas Gerais, foram
notificados 4500 casos de silicose nos trabalhadores entre 1978 e 1998, e estima-se que o
numero de trabalhadores potencialmente expostos no pais seja de 6 milhdes, sendo cerca de

500 mil sé na mineragdo e garimpo (17)(21).

1.2.1.3 SILICA

A silica € um mineral formado por um &tomo de silicio e dois atomos de oxigénio
(SiOy), podendo se apresentar na forma cristalina e ndo-cristalina (amorfa). Como o oxigénio
e o silicio sdo tdo abundantes na crosta terrestre, muitos minerais contém silica, geralmente
combinados com outros elementos, como aluminio, ferro e magnésio. Existem seis formas
naturais de silica livre cristalina, a maioria bastante rara e produzida sob forte calor e pressao.
As formas de silica cristalina mais comumente reconhecidas por causar a doenca sdo quartzo,
cristobalita, tridimita, moganita, coesita e estichovita. Dentre estes minerais, 0 quartzo é de
longe a forma polimorfica mais comum, e por consequéncia mais associado a silicose. A silica
livre em sua forma amorfa é considerada menos perigosa que a forma cristalina, entretanto,
sob calor e pressdo a forma amorfa pode mudar sua estrutura para a forma polimorfica
cristalina. Por exemplo, a terra de diatomaceas, utilizada comercialmente como material de
filtracdo e isolamento, € silica em sua forma amorfa formada por esqueletos de diatomaceas, e
pode ser convertida em cristobalita sob aquecimento e trituragéo (22)(23).

A silica recém-fraturada é considerada mais toxica, e esse aumento em toxicidade se
deve ao potencial redox na superficie da silica, que é altamente reativa com hidrogénio,
oxigénio, carbono, e por vezes, nitrogénio. O fraturamento da silica leva a formacdo de
radicais Si- e SiO’, que reagem com agua e produz o radical hidroxila (-OH), extremamente
danoso as estruturas celulares. Em conjunto, na presen¢a de &gua, a superficie da silica se
torna hidratada, levando a producéo de grupos silandis (-SiOH). Esses grupos silanois podem
ser doadores de hidrogénio, formando pontes de hidrogénio com macromoléculas da
membrana plasmatica das células, resultando em forte interacdo entre a silica e a membrana
bioldgica, causando dano ao tecido. Uma segunda teoria, diz que em pH 7, um em cada trinta
grupos silanois se torna negativamente carregado, e particulas negativamente carregadas
podem interagir com receptores “scavenger” em macrofagos alveolares, ativando a producao
de espeécies reativas de oxigénio, nitrogénio e citocinas inflamatorias. As diferencas estruturais
das formas polimorficas de silica cristalina sdo consideradas importantes para a sua
reatividade biologica, por exemplo, quartzo € mais reativo que a tridimita, que € mais reativa

que a cristobalita e, esta € mais reativa que a coesita (24)(22)(23).
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1.3 FISIOPATOLOGIA DA SILICOSE

Uma vez inaladas, as particulas de silica vao se depositar nos alvéolos e bronquiolos
respiratérios. Se a quantidade de silica inalada for superior a capacidade do “clearance”
mucociliar e do sistema linfatico, de remover as particulas do pulméo, elas acabam por
provocar um processo inflamatério (24). Os macrofagos alveolares, as células epiteliais e 0s
fibroblastos podem ser ativados pelas particulas de silica e produzem uma gama de
mediadores inflamatdrios, tais como citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, e metabolitos de acido araquiddnico (eicosanoides). Esses mediadores levam ao
recrutamento de células inflamatorias, como neutréfilos, mondcitos e linfécitos, dando origem
a alveolite e consequente perda da barreira epitelial, ampliando assim o processo inflamatério
no instersticio pulmonar. Embora o processo de lesdo ao tecido seja iniciado pelas proprias
particulas de silica, devido ao seu tamanho e o potencial redox da sua superficie, as lesGes
adicionais estdo associadas ao influxo de células inflamatdrias. As espécies reativas de
oxigénio e as enzimas proteoliticas liberadas pelas células inflamatérias causam danos
celulares, apoptose e a ruptura da matriz extracelular (25)(22).

O processo inflamatério, apesar de persistente, devido a incapacidade de destruicdo das
particulas de silica pelas células inflamatorias, € seguido por um processo de reparacdo
tecidual. As células inflamatdrias e estruturais passam a produzir citocinas fibrogénicas e
fatores de crescimento que estimulam o recrutamento e proliferacdo de células
mensenquimais, diferenciacdo de fibroblastos para miofibroblastos, regulam a
neovasculatizacdo e re-epitalizacdo do tecido lesionado. Em seguida, ocorre a deposicéo de
matrix extracelular, principalmente colageno do tipo I e tipo Ill, proteoglicanos e fibronectina,
e remodelamento tecidual com a participacdo de metaloproteinases, elastases e catepsinas. No
caso da silicose, a presenca de particulas minerais, impossiveis de serem destruidas por
células fagociticas no pulméo, leva a ativacdo continua de células inflamatdrias e residentes,
com a producdo incessante de mediadores inflamatorios e fibrogénicos, culminando em uma
resposta inflamatoria cronica, reparacao tecidual prejudicada e consequente fibrose pulmonar

(25)(26). Varios sdo os tipos celulares envolvidos no quadro inflamatério pulmonar.

1.3.1 CELULAS EPITELIAIS
As células epiteliais formam o revestimento de superficies e cavidades corporais, e
formam folhetos unindo-se umas as outras por meio de juncdes intercelulares. No pulméo, o

epitélio ¢ formado por dois tipos celulares, os pneumdcitos do tipo | e do tipo Il, que



funcionam como barreira fisica e s@o essenciais para a manutencao da homeostase e balango
hidrico pulmonar (27).

Como uma barreira entre 0 ambiente externo e 0 meio interno, o epitélio brénquico esta
exposto a todo momento a virus, bactérias, poluentes toxicos e alérgicos capazes de causar
lesdo tecidual diretamente por citotoxicidade ou protedlise, e indiretamente através de células
inflamatorias (6). Entretanto, inicialmente acreditava-se que o epitélio pulmonar era capaz de
funcionar apenas como uma barreira fisica a patogenos, impedindo a invasdo do tecido
pulmonar por substancias e microorganismos prejudiciais ao organismo. Além desta
importante funcdo, cada vez mais evidéncias mostram o papel ativo dos pneumadcitos na
defesa do organismo, iniciando e ampliando os mecanismos de defesa nas vias aéreas. Como
por exemplo, as ceélulas epiteliais sdo capazes de produzir uma gama de mediadores
inflamatoérios como citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas, e fatores de crescimento capazes
de ativar a resposta imune e regular o processo inflamatoério. As células epiteliais também séo
capazes de produzir moléculas do sistema imune inato, como as defensinas, que sdo peptideos
antimicrobianos capazes de destruir diretamente 0os microorganismos.Também desempenham
um importante papel na regeneragdo do tecido ap6s uma lesdo, sendo capazes de proliferar e

substituir o tecido lesado por novas células epiteliais (28)(29).

1.3.2 MACROFAGOS

No final do século 19, Metchnikoff introduziu o conceito de macrofagos e os descreveu
como células fagociticas. Desde entdo, foram descobertos fatores dindmicos para definir
populacdes de células heterogéneas identificadas por diferencas de maturacdo, migracao nos
tecidos, fenotipos e interagcdo celular. A presenca e gravidade da inflamagédo no tecido sé@o
primordiais na definicdo de subpopulagbes dessas células (30). Os macrofagos estéo
localizados em varios tecidos pelo organismo e, dependendo do 6rgao, recebem denominacéo
diferente, por exemplo, células de kupfer no figado, osteoclasto no 0sso, microglia no sistema
nervoso central e macrofagos alveolares no pulmao. Todos contribuem para a homeostase do
tecido em que se encontram e na iniciacdo da resposta inflamatdria desencadeada por um
elemento lesivo (31).

Os macrofagos sdo extremamente potentes na producdo de mediadores pro-
inflamatdrios que contribuem para a resposta inflamatdria local, e subsequentemente para a
resposta inflamatoria sistémica. Na resposta inflamatoria local, macréfagos sdo capazes de

reconhecer patdgenos por receptores do tipo toll, e receptores “scavenger” e produzem uma



gama de citocinas, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 beta (IL-1p),
importantes para a amplificagdo da resposta inflamatoria.

Monocitos sdo uma populacdo de leucdcitos mononucleares proveninetes de células
precursoras da medula-6ssea. Os mondcitos sdo liberados na corrente sanguinea, de onde
migram para os tecidos. Estas células compreendem um reservatério de precursores mieldides
no sangue, e sdo definidas como as células mononucleares do sangue (32). Macrofagos séo
células mononucleares, com capacidade fagocitica, presentes nos tecidos. Embora se saiba que
mondcitos derivados do sangue sdo capazes de se diferenciar em macrofagos e células
dendriticas nos tecidos, estudos recentes revelaram que macrofagos teciduais adultos sdo
derivados de células progenitoras embrionarias. Estas células progenitoras embrionérias dao
origem a macréfagos que se estabelecem em diferentes tecidos do corpo, que persistem e
mantém durante a vida adulta a quantidade de macr6fagos nos tecidos (33).

Entretanto, apesar de seu papel crucial na imunidade e homeostase, os macrofagos e
mondcitos contribuem em processos patdlogicos no tecido. Embora os mondcitos possam
claramente se diferenciar em macrofagos durante a inflamacdo no tecido, estd bem
fundamentado que os macrofagos teciduais residentes no pulméo tém origem no figado fetal
durante o desenvolvimento embrionario, e diferem-se da populacdo de macréfagos derivados
de mondcitos da medula-6ssea durante o processo inflamatério (33).

Em resposta a diversos sinais no organismo, os macrofagos podem assumir uma
ativacdo classica, conhecidos como M1, estimulados por ligantes de receptores “toll” e IFN-y;
ou uma ativacao alternativa, conhecida como M2, estimulados por IL-4 e IL-13. Uma vez que
0s macrofagos sdo importantes células efetoras e reguladoras do sistema imune, o seu estado
de ativacdo influencia a formag&o de outros componentes da resposta imune. O fendtipo M1 é
caracterizado pela expressdo de niveis elevados de citocinas proinflamatdrias, alta produgéo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e promog¢do de uma resposta de perfil Thl, com
forte atividade microbicida e anti-tumoral. J& o fendtipo M2, destaca-se pela producdo de
poliaminas e citocinas anti-inflamatdrias, e estdo envolvidos na promocao do remodelamento
tecidual, progressdo de tumores e funcdes imunoreguladoras. Além disso, em processos
patologicos ocorrem mudancgas dinamicas no perfil de ativacdo dos macrofagos, com células
do perfil M1 implicadas em iniciar e sustentar a resposta inflamatoria, enquanto que o perfil
M2 esté associado a resolucao da mesma (34)(35).

Os macrofagos participam como importantes células-alvo na fisiopatologia da silicose.
Uma vez que as particulas de silica sdo inaladas, elas irdo se depositar nos alvéolos

pulmonares sendo em seguida fagocitadas por macrofagos alveolares. A ligacdo de particulas
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de silica a receptores “scavenger” em macrofagos também resulta na apoptose de macréfagos
e liberacdo de mediadores, como citocinas pré-inflamatorias, que contribuem para a

inflamacéo dos pulmdes e fibrose tecidual (36).

1.3.3 FIBROBLASTOS/MIOFIBROBLASTOS/FIBROCITOS

Os fibroblastos sdo células derivadas do mesénquima primitivo, com morfologia
fusiforme e presente em todos os tecidos do corpo humano. S&o as principais células do tecido
conjutivo, e sintetizam e degradam componentes da matriz extracelular, como por exemplo,
produzem colagenos, fibronectina, laminina, elastina, proteoglicanos, integrinas,
metaloproteinases de matriz (MMP), e inibidores tecidulares de metaloproteinases (TIMP).
Consequentemente, os fibroblastos sdo responsaveis por fornecer a integridade estrutural para
a maioria dos tecidos. Os fibroblastos também sdo capazes de produzir componentes da
membrana basal especifica de cada tecido, que proporciona uma barreira protetora em torno
do epitélio, contribuindo assim para a especificidade, polaridade, e a funcionalidade do
epitélio (37).

Os miofibroblastos sdo fibroblastos que sofreram uma transdiferenciacdo durante o
processo inflamatério, passando a exibir uma alta expressdo de a-actina de musculo liso, 0
que lhes permite exercer forcas contrateis para fechar as feridas. Sdo uma importante fonte de
colageno do tipo | e de citocinas inflamatdrias e fibrogénicas (38). Ja os fibrdcitos sdo células
hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea, precursoras de fibroblastos e implicados na
inflamacéo cronica, fibrose e cicatrizagéo de feridas (39).

Quando ocorre uma lesdo tecidual, os fibroblastos proliferam e invadem a area lesada
em resposta a coagulagdo das plaquetas. As plaquetas aderem ao subendotélio exposto nos
locais de lesdo de vasos sanguineos e liberam granulos que degradam a memebrana basal,
induzem proliferacéo celular, migracédo e recrutam células inflamatdrias e fibroblastos. Apds o
fechamento da ferida, o balango entre metaloproteinases e inibidores de metaloproteinases é
alterada para favorecer a degradacdo de matriz extracelular, o que leva a apoptose de
miofibroblastos. Por conseguinte, apenas os fibroblastos quiescentes permanecem no local da
cicatrizacdo, e como tal, miofibroblastos s6 sdo observados em condi¢Ges patoldgicas
(37)(40).



1.4 TRATAMENTO

A silicose é uma doenca passivel de precaucdo, entretanto, uma vez que a doenca é
adquirida, ndo existe tratamento eficaz disponivel até 0 momento. Sendo assim, a prevencédo e
o0 diagnostico precoce sao essenciais para que a doenca seja controlada (41). Uma vez que a
silicose € diagnosticada, a exposicdo a silica deve ser evitada imediatamente para evitar a
progressdo da doenca. A deficiéncia respiratoria € um quadro muito comum nesta doenga e 0
tratamento recomendado para esses pacientes é semelhante ao tratamento utilizado nas
pessoas com doenca pulmonar obstrutiva crénica, que tém como objetivo aliviar os sintomas
da insuficiénica respiratoria, com o uso de oxigénio e antitussigenos (42).

Os tratamentos com corticosterdides e citrato de aluminio tém sido utilizados. No
entanto 0 sucesso de tais compostos é extremamente variavel e o uso prolongado de
corticosteroides, por exemplo, pode levar a uma série de reacdes adversas como perda dssea,
diminuicdo nos niveis de testosterona, atrofia da supra-renal e perda da forca muscular. A
utilizacdo da técnica de lavagem broncoalveolar pode melhorar os sintomas em alguns
pacientes, no entanto, esses pacientes ndo demonstram uma melhoria ao longo do tempo nos
parametros de funcdo pulmonar (43).

Mais recentemente, algumas pesquisas vém demonstrando graus variados de sucesso na
busca por tratamentos alternativos para a silicose, como por exemplo, o uso de uma
imunotoxina recombinante composta de 1L-13 humana e uma forma mutada da exotoxina de
Pseudomonas (44), o tratamento com células-tronco mesenquimais (MSCs) e fator de
crescimento de hepatécitos (HGF) (45), e a administracdo de células derivadas da medula
6ssea (PBMC) no pulmao (46).

1.5 ANESTESICOS LOCAIS

Os anestésicos locais sdo uma classe de drogas capazes de impedir, de forma reversivel,
a transmissdo do estimulo nervoso no local aplicado, e exercem sua acao através do bloqueio
de canais de Na" em células excitaveis. A estrutura dos anestésicos locais utilizados
clinicamente é composta de um anel aromatico (hidrofobico), ligado a uma amina terciaria
(hidrofébica) ou quaternariaa (hidrofilica) por uma cadeia intermediaria que contém uma
ligacdo amida ou éster. Assim, as moléculas sdo classificadas como amino-amina ou amino-
éster (47).

Quando o anestésico local é aplicado, a forma lipossoltvel (ndo-ionizada) difunde-se

através da membrana plasmatica para o interior da célula, onde encontra um pH mais baixo e
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se ioniza. No interior da célula a forma ativa da droga é capaz de interagir de modo especifico
com os canais de Na’ para bloqueé-los e impedir a transmissdo do potencial de acdo (48). A
atividade farmacologica de cada anestésico local é determinada por suas propriedades fisico-
quimicas. Estas incluem a lipossolubilidade, ligacdo a proteinas plasmaticas, e o pKa de cada
molécula. Essas propriedades podem ser usadas para explicar o comportamento clinico de
cada anestésico, sua poténcia, duracao e toxicidade (47)(49).

Esta bem descrito na literatura que anestésicos locais possuem outras a¢oes além de suas
acOes anestésicas e antiarritmicas. Esses efeitos resultam da interacdo dos anestésicos locais
com outros sistemas celulares, e um desses efeitos é a atividade anti-inflamatoria dessas
moléculas. Curiosamente, a concentracdo necessaria para se obter uma atividade anti-
inflamatoria € muito abaixo da necessaria para se obter o bloqueio dos canais de Na®,
sugerindo que essas acao anti-inflamatoria ndo resulta primariamente do bloqueio dos canais
de sadio (50)(51).

1.5.1 LIDOCAINA

A lidocaina é um anestésico local do grupo amino-amida, e foi descoberta em 1943, por
Lofgren, com a vantagem de ser uma molécula menos alergénica que os anestésicos locais
anteriores, com reduzida toxicidade e podendo ser esterelizada (52).

Largamente utilizada como agente antiarritmico e anestésico local na clinica, muitas
pesquisas destacam o papel anti-inflamatorio da lidocaina. Diversos estudos apontam o efeito
desta droga sobre células estruturais e células inflamatérias como neutréfilos, macréfagos, e
linfdcitos, levando a reducdo da migracéo e “priming” das mesmas, e da producdo de citocinas
pro-inflamatorias (53)(54)(55)(56)(57)(58)(59). A lidocaina também é capaz de atuar in vivo
prevenindo a inflamacéo das vias aéreas, fibrose peribrénquica, producdo de muco, e hiper-
reatividade das vias aéreas em modelo de asma em camundongos (60)(61), bem como
atenuando a lesdo pulmonar, aspiracdo, lesdo de reperfuséo e lesdo pulmonar induzida por
hiperdxia em coelhos (62), aumentando assim a possibilidade do uso da lidocaina no controle

de doencas inflamatdrias cronicas.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Visto que a silicose € uma doenca pulmonar de carater inflamatorio fibrético, sem
tratamento disponivel, e a lidocaina uma molécula com propriedades anti-inflamatorias, neste
estudo investigamos o efeito do tratamento com lidocaina sobre a resposta pulmonar
desencadeada pela instilacdo de particulas de silica camundongos. De forma complementar,
buscamos esclarecer o mecanismo de acdo da lidocaina durante o desenvolvimento da

silicose.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para tanto foram avaliados:

%+ A cinética de comprometimento da funcdo pulmonar (resisténcia e elastancia) e
da hiper-reatividade das vias aéreas, de alteracGes morfoldgicas e do contetdo de células
F4/80 positivas no pulméo de camundongos estimulados por silica (7 - 28 dias);

% O efeito do tratamento com lidocaina sobre a funcdo pulmonar (resisténcia e
elastancia) e hiper-reatividade das vias aéreas em camundongos estimulados com silica;

% O efeito do tratamento com lidocaina sobre as alteracbes morfol6gicas no
pulmédo de camundongos estimulados com silica;

% O efeito do tratamento com lidocaina sobre a geracdo de mediadores
inflamatdrios e profibroticos no pulméo de camundongos estimulados com silica;

% O efeito do tratamento com lidocaina sobre o infiltrado de células F4/80
positivas no pulméo de camundongos estimulados com silica;

% O efeito da lidocaina sobre a atividade de macrdfagos alveolares (linhagem
AMJ2C11) in vitro;

% O efeito da lidocaina sobre a polarizacdo de macrdfagos derivados de medula
0ssea de camundongos;

% O efeito da lidocaina sobre a ativacdo de macrdfagos derivados de medula

Ossea de camundongos, apos polarizacdo em M1 e M2.
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3.0- MATERIAS E METODOS
3.1 - ANIMAIS

Camundongos Swiss-Webster machos, pesando de 18 a 20 g, foram utilizados para o
desenvolvimento do projeto. Os animais foram provenientes do Centro de Cria¢do de Animais
(CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz, com todos os procedimentos aprovados pelo Comité
de Etica de Uso de Animais (CEUA) (Licenca 0213-4), e mantidos sob condicbes de
temperatura entre 25° e 28°C, em ciclo de luz definido como 12 h de claro e escuro, com livre
acesso a racdo e agua.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais (n=8/grupo):

1. Salina — Animais instilados com solucdo salina 0,9% no dia O;
2. Silica — Animais instilados com silica no dia O;
3. Silica + tratamento com lidocaina (1%) - Animais instilados com silica e

tratados com lidocaina (1%);
4. Silica + tratamento com lidocaina (2%) - Animais instilados com silica e

tratados com lidocaina (2%).

3.1.2 - INSTILACAO DE SILICA E TRATAMENTO

Os camundongos foram anestesiados com halotano (Tanohalo, Cristalia, Sdo Paulo) e,
em seguida, instilados com 10 mg de silica (SiO2, S-5631 Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, USA) (de tamanho de particula 0,5 - 10 um), diluidos em 50 pl de solucéo salina (0,9%)
estéril, seguindo um modelo de inducdo de silicose previamente estabelecido no laboratério
(44). O grupo controle recebeu igual volume de solucéo salina (0,9%) estéril intranasal. As
andlises foram realizadas 7 ou 28 dias ap0s a instilagdo de silica (Figura 3.1).

A lidocaina foi nebulizada uma vez ao dia, por 7 dias consecutivos em um tempo médio
de 30 minutos. Para a fase aguda (7 dias), o inicio deu-se 6 h ap0s a instilacdo de silica e para
a fase crbnica (28 dias) o tratamento foi iniciado no dia 21. Animais controles foram
nebulizados com solucdo salina.

Para esse estudo, adotamos concentraces de lidocaina ja utilizadas na clinica. Para
tanto, a lidocaina foi preparada imediatamente antes do uso nas concentragdes de 1% e 2%
(63)(64). A dose de 1% de lidocaina equivale a aproximadamente 2,4 mg/kg por animal,
enguanto a dose de 2% equivale a aproximadamente 4,8 mg/kg por animal. A lidocaina (1 e
2%) foi administrada, sob a forma de aerossol, uma vez ao dia durante 7 dias consecutivos,
seguindo os protocolos 1 (fase inicial) e 2 (fase tardia).
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Figura 3.1 — Esquema de tratamento com lidocaina.

3.2—- AVALIACAO DA FUNCAO E HIPER-REATIVIDADE PULMONAR

Adotamos o pletismégrafo invasivo de corpo inteiro (Sistema Buxco, UK) para
investigar a funcionalidade do tecido pulmonar dos animais utilizados, com foco nos
parametro de resisténcia das vias aéreas (cmH20/mL/s) e elastancia tecidual (mL/cmH20).
Para tanto, ao atingirmos o tempo de analise (7 ou 28 dias), os animais foram anestesiados
com nembutal i.p. (60 mg/kg), traqueostomizados para a introducdo de uma canula, e, em
seguida, submetidos a um blogueio neuromuscular com brometo de pancurénio (Pavulon®,1
mg/kg) . Os animais foram posicionados em uma cama aquecida que auxiliava na manutengéo
da temperatura corporal dos mesmos. A canula traqueal foi conectada a um ventilador
respiratorio, onde parametro como fluxo de ar foi mantido constante. Foi introduzido por via
oral um cateter preenchido com &gua para captura da pressao esofagiana. O pneumotacografo
acoplado a camara do pletismdgrafo coletou o fluxo respiratorio. Um transdutor ligado a
camara permitiu que os dados de pressdo esofagiana e pressao resultante do fluxo fossem
transferidos para um computador. O software BioSystem XA processou 0s sinais de fluxo e
pressdo, determinando parametros importantes como a resisténcia e a elastancia (Hoymann,

2007). Para avaliacdo da hiper-reatividade pulmonar foi realizada aerolizagdo de
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concentragdes crescentes e cumulativas do agente broncoconstritor metacolina (3 - 27 mg/mL)
por um periodo de 5 minutos para cada dose. Na sequéncia, 0s animais foram mortos com
pentobarbital, 500 mg/kg i.p e foi realizada perfusdo pulmonar com solucéo salina (0,9%) ,
contendo EDTA (10mM). O pulméo direito foi retirado, congelado e armazenado em freezer -

80°C para posteriores analises e 0 pulméo esquerdo processado para a avaliacéo histologica.

3.3 - ANALISE HISTOLOGICA

O pulméo esquerdo foi perfundido com solucéo de paraformaldeido tamponado a (4%) e
fixado em formol tamponado a 10% (24 h). O tecido sofreu consecutivas etapas de
desidratagdo com etanol e clarificagdo em xilol. Em sequencia, foi executada a impregnacgéo
com parafina no tecido, confeccdo dos blocos e realizagdo de cortes histologicos de 5 um de
espessura. Os cortes foram corados com Hematoxilina/Eosina (H&E) para acesso a detalhes

da estrutura do parénquima pulmonar.

3.3.1 - MORFOMETRIA

A analise morfométrica foi obtida com o auxilio de um reticulo composto de 50 linhas e
100 pontos (Figura 3.2) acoplado ao microscopio de luz (Olympus — U-TV1X). Em um
aumento de 200X foram contados vinte campos aleatérios correspondentes aos pontos do
reticulo que se sobrepuseram aos granulomas. O nimero de pontos na area de granuloma foi
dividido pelo total de pontos contados no reticulo analisado e o valor percentual total da
presenca de granulomas foi calculado de acordo com a média + e erro padrdo da média (EPM)

no Excel e os valores foram expressos como (%) do tecido pulmonar ocupado por granuloma.

- L4t 14 A e’y ~ o
Ry R 2 A
-~ LN y
e % s *.."‘;;*., TR
o A Al
L ,;,)""-"Ai, Dl W

Figura 3.2 — Reticulo de linhas e pontos.

15



3.4 - QUANTIFICAGCAO DE COLAGENO

Para a quantificacdo de fibras colagenas no tecido pulmonar foi utilizada a técnica
colorimétrica de Sircol. O tecido pulmonar foi processado em solu¢do TRIS 0.05M + NaCl
1M, em seguida o material foi centrifugado a 15000 g por 1 h a 4°C. O reagente Sirius Red foi
adicionado a uma aliquota do sobrenadante, e apds 30 min de reacdo o material foi novamente
centrifugado, o sobrenadante descartado, ao “pellet” foi adicionado o reagente Alkalin. As
amostras foram adicionadas em placas de 96 pocos, e a absorbancia foi lida em 590 nm. O

resultado foi expresso em pg de coldgeno/pulmao direito.

3.5- QUANTIFICAQAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS

Para avaliar a geracdo de citocinas e quimiocinas inflamatérias (CXCL2/MIP-2,
CXCL1/KC, TNF-a e IFN-y) no tecido pulmonar foi utilizada a técnica de ELISA. Foram
utilizados kits comerciais (R&D System, Estados Unidos), sendo seguidas as recomendac6es
do fabricante. Primeiramente, o tecido pulmonar foi macerado em uma solugdo PBS 1x
contendo Triton (0,1%) e um coquetel de inibidores de proteases (Hoffmann-La Roche Ltd,
Basel, Suica). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos a 4°C,
0s sobrenadantes foram recolhidos e diluidos com Assay Buffer e soro fetal bovino (2%),
sendo em seguida armazenados entre 4 e 8°C por 24h.

Para quantificacdo dos mediadores foi utilizado o kit® Duo Set (R&D System) de
acordo as especificaces do fabricante. Foram utilizadas placas de 96 pocos, as quais foram
adicionadas 50uL/poco de anticorpos de captura diluidos em solucdo tampédo 1 (NaCl 1.5M,
H3sBO, 0,5M e NaOH 1IN, pH = 7.4) e incubadas por um periodo de 12 horas a 4°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes (200 pL/pogo) com solugdo tampdo 2
(timerosal, KPO, 1M e Tween 20 0,005%), e em seguida para o bloqueio de ligacdo dos
anticorpos aos sitios inespecificos, os pogos foram preenchidos (200 pL/pog¢o) com solugio
contendo PBS e albumina de soro bovino (BSA, 1%). Apo6s 1 hora em temperatura ambiente,
as placas foram novamente lavadas 3 vezes (200 plL/pogo) com solucdo tampédo 1. As
amostras e a curva padrdo foram diluidas em solugdo tampédo 2 (soro fetal bovino 2% em
PBS) e adicionadas aos pocos (100 ul/pogo). Apds o periodo de incubagdo (2 h a 37°C) os
pocos foram lavados 3 vezes com solucdo tampédo 1. A seguir foi adicionado (50 uL/pogo) o
anticorpo de detecgdo biotinilado (50 pg/mL) e prosseguiu com o periodo de incubagdo por 1
hora a temperatura ambiente. Na sequencia os pogos foram lavados (200 uL/ pogo) com
solugéo tampao 1, seguido pela fase de incubagéo por 1 hora a temperatura ambiente (50 pL/

po¢o) com a neutravidina peroxidase (HRP) diluido no tampéo 2.
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Ap0s a tltima lavagem com solugdo tampéo 1 (200 uL/pogo), foi adicionado o substrato
(K-Blue®) (50 uL/pogo) para o desenvolvimento da reacdo colorimétrica (aproximadamente 5
a 30 minutos), a qual foi interrompida pela adi¢do de 50 pL/pog¢o de H,SO,4 (0,19 M). Foi
realizada a leitura das placas em um espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 450

nm. Os resultados foram expressos como pg/pulmao direito.

3.6 - IMUNOHISTOQUIMICA

Esta técnica foi utilizada para deteccdo de células positivas para F4/80 (macrofagos)
presentes no tecido pulmonar dos camundongos. Os cortes de tecido pulmonar sofreram um
processo de desparafinizacdo, e em seguida foram hidratados com TBS pH 7.6, blogueados
com H,0; a (3%) em metanol por 15 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas 3
vezes com TBS e bloqueadas com Tris-HCL 0,05M PH 7.6 + BSA 5% por 1 hora. O
anticorpo primario anti-F4/80 (MCAP 497, Serotec, USA) foi diluido em Tris-HCL 0,05M
pH7.6 na proporgdo de 1:100. As laminas foram incubadas com o anticorpo primario por 12
horas a 4°C, e ap6s incubacdo as laminas foram lavadas duas vezes com TBS. O anticorpo
secundario, anti-lgG de cabra HRP conjugado (STAT 72, Serotec, USA), foi diluido em tris-
HCI na proporcdo 1:80 e incubado por 2 horas. A revelacdo foi realizada com AEC por
aproximadamente 15 minutos, e em seguida as laminas foram lavadas com agua destilada,

contra-coradas com hematoxilina de Mayer e montadas em meio aquoso contendo gelatina.

3.7—- ATIVACAO DE MACROFAGOS IN VITRO

Para avaliar o efeito do tratamento com lidocaina sobre macréfagos foi utilizada uma
linhagem de macréfagos alveolares murinos AMJ2C11. Para tanto, as células foram
adicionadas a placas de 24 pocos em uma densidade de 2,5 x 10° células por pogo, em
quadruplicata. Ap6s 1 h, as celulas foram incubadas com diferentes concentracfes de
lidocaina (10™ M a 10 M) e 1 h apos, estimuladas com particulas de silica (300 pg/mL de
silica) diluidas em meio DMEM. Ap6s 24 h o sobrenadante foi recolhido para quantificagdo
de TNF-a.

3.8 - OBTENCAO DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MEDULA OSSEA (MDMO)
DE CAMUNDONGOS

As células foram recuperadas, a partir dos dois fémures provenientes de animais
normais, e em seguida colocadas em placas de petri, e incubadas com 20% do sobrenadante da
linhagem celular L929 (fonte de M-CSF) + 10 mL de meio RPMI (20% SFB), mantidas a
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37°C e atmosfera de 5% CO,. Apds 3 dias, foram adicionados 10 mL de meio RPMI (20%
SFB) as placas e feita incubacdo por mais 7 dias. Ao final deste periodo, foram 5 mL de PBS

gelado e as células recuperadas com o auxilio de um “scrap”.

3.8.1 - POLARIZACAO E ATIVACAO DE MDMO

Para inducdo do processo de polarizagdo, as células recuperadas (item 3.8) foram
adicionadas a placas de 96 pocos, contendo meio RPMI (10% SFB), na densidade de 3 x 10°
células por poco, em triplicata. Uma hora apos, as células foram incubadas com LPS (100
ng/mL) para polarizacdo de perfil M1, ou com IL-4 (10 ng/ml) para polarizacdo de perfil M2.
Apbs 48 h, o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20°C para posterior analise. Em um
segundo protocolo, as células foram polarizadas para M1 mediante incubacdo com IFN-y (1
ng/mL) ou IL-4 (10 ng/mL) para M2 por 24 h, a 37°C e atmosfera de 5% CO,. Em seguida, as
células foram estimuladas com LPS (100 ng/mL) e 48 h apds, o sobrenandante foi recolhido e

armazenado para posteriores analises.

3.8.2 - VIABILIDADE CELULAR

Para a analise de viabilidade celular foi utilizado um ensaio colorimétrico que consta da
utilizacdo do reagente 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-yl) - 2,5 - difeniltetrazolium brometo (MTT).
Para tanto, as células foram adicionadas a uma placa de 96 pocos na densidade de 2 x 10*
células por poco. Diferentes concentracdes de lidocaina foram adicionas as células 24 h ap6s o
plaqueamento. Apds 45 horas de incubacéo foi adicionado o MTT nos pocos na concentracdo
final de 0,5 mg/mL por 3 horas. Em seguida, foi realizada centrifugacdo a 2800 rpm por 3 min
a 4°C e sobrenadante foi descartado. Aos cristais que se formaram foi adicionado DMSO (150

pL), e a leitura da densidade Otica foi feita em espectofotémetro a 540 nm.

3.9 - ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados estatisticamente através do teste de andlise de variancia (ANOVA), seguida de
teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls-Student. Para comparacao entre dois grupos
experimentais, foi utilizado o teste “t” de Student para amostras ndo pareadas. Para ambos os
testes, os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Os parametros apresentados
em forma percentual foram submetidos & transformacgdo arcoseno, permitindo, assim, a

realizacdo de teste de variancia.
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4.0- RESULTADOS

De forma a caracterizarmos a resposta pulmonar induzida pela instilacdo intranasal de
particulas de silica, em camundongos “Swiss”, foi realizada uma cinética para avaliacdo de
parametros que incluiram a funcdo pulmonar e alteracbes morfologicas, em tempos que

variaram de 7 a 28 dias ap0s o desafio.

41— FUNC}AO PULMONAR E HIPER-REATIVIDADE DAS VIAS AEREAS DE
CAMUNDONGOS SILICOTICOS

Primeiramente, investigamos o efeito da instilacdo de particulas de silica sobre a funcdo
pulmonar em camundongos. Para tanto, utilizamos um pletismografo invasivo de corpo
inteiro para avaliar os pardmetros de resisténcia das vias aéreas e elastancia tecidual, bem
como a hiper-reatividade das vias aéreas frente a estimulacdo com o agente colinérgico
broncoconstrictor metacolina. Como podemos observar na figura 4.1, 7 dias ap0s a instilacéo
de silica houve um aumento significativo nos niveis de resisténcia e elastancia, na condi¢édo
basal, quando comparado com os dos animais instilados com salina. Apds a aerolizacéo de
doses crescentes de metacolina, verificamos uma exacerbacdo dos mesmos parametros,
caracterizando um quadro de hiper-reatividade (Figuras 4.1A e 4.1B). O mesmo efeito foi
observado ao longo do curso da doenca, tanto em uma fase intermediaria, 14 dias (Figuras
4.1C, 4.1D), como em uma fase tardia da silicose experimental, 28 dias (Figuras 4.1E e
4.1F).

4.2 — ALTERAGCOES MORFOLOGICAS NO PULMAO DE CAMUNDONGOS
SILICOTICOS

Em seguida, buscamos avaliar as alteragdes morfolégicas no tecido pulmonar
provocadas pelas particulas de silica, visando caracterizar a evolucdo das respostas
inflamatdria e fibrética. Observamos que o pulmdo de camundongos controles mostrou-se
preservado em sua arquitetura, estando livre de infiltrado de células inflamatorias (Figura
4.2A). Na fase inicial da silicose, notamos alteracdo na estrutura do parénquima pulmonar, a
presenca de infiltrado inflamatorio e inicio da resposta de fibrose, ja com formacdo de
granulomas (Figura 4.2B). Em uma fase intermediaria (14 dias), verificamos uma
intensificacdo da resposta fibrotica, com a presenca de area granulomatosa mais extensa
(Figura 4.2C), e bronquiolos com aspecto mais constricto. Por ultimo, na fase tardia, foi
evidenciada uma exacerbacgéo da fibrose, presenca de granulomas coalescentes, apresentando

regido central com aspecto necrotico (Figura 4.2)
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Figura 4.1 — Cinética de funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de
camundongos instilados por via intranasal com silica. Animais instilados com salina 0.9%
foram uitlizados como controles. As andlises de resisténcia (painéis a esquerda) e elastancia
(painéis a direita) foram realizadas nos tempos de 7 dias (A, B), 14 dias (C, D) e 28 dias (E,
F) apds o desafio. Os resultados representam média £ EPM (n=8). * p<0.05 comparado com 0
grupo salina.
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Figura 4.2 — Cinética das alterac6es morfolégicas no pulméo de camundongos instilados
por via intranasal com silica. Fotomicrografias do tecido pulmonar de animais instilados
com salina (A) ou silica — tempos de 7 dias (B), 14 dias (C) e 28 dias (D) ap6s o desafio. As
imagens sao representativas de 6 a 8 animais por grupo. Br = bronquiolos; *= granuloma.
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43 — INFILTRADO DE CELULAS F4/80 POSITIVAS NO PULMAO DE
CAMUNDONGOS SILICOTICOS

Os macréfagos sdo células cruciais no contexto da silicose, e estes podem ser
identificados através de um determinante antigénico expresso na superficie da membrana
celular - F4/80. Através de técnica de imunohistoquimica, observamos ndo haver marcagédo
expressiva no pulméo dos animais controles (Figura 4.3A), diferente do verificado no caso
dos pulmdes silicoticos. Detectamos presenca de células F4/80 positivas no pulméo dos
animais silicoticos, em todos os tempos de analise, incluindo 7 (Figura 4.3B), 14 (Figura

4.3C) e 28 dias (Figura 4.3D) localizadas preferencialmente na regido dos granulomas.

Figura 4.3 — Efeito da silica sobre a expressdo de F4/80 no pulméo de camundongos
silicéticos. Fotomicrografias do tecido pulmonar marcadas com anti-F4/80, e contra-coradas
com hematoxilina de Mayer, de animais instilados com salina (A); e instilados com silica ap6s
7 dias (B), ap6s 14 dias (C), e ap6s 28 dias (D). Br = bronquiolos; Seta = células F4/80
positivas. As imagens sdo representativas de 8 animais por grupo. Barra = 200 um.
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4.4 — EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA QUANDO ADMINISTRADA
NA FASE INICAL DA SILICOSE EM CAMUNDOGNOS

Considerando que a lidocaina apresenta propriedades anti-inflamatorias, além da
reconhecida atividade anestésica local, resolvemos avaliar o efeito da lidocaina quando
administrada sob a forma de aerossol, comec¢ando por tempos iniciais apés a instilacdo da

silica. As analises foram realizadas tanto na fase inicial (7 dias) como na tardia (28 dias).

4.4.1 — ANALISE NA FASE INICIAL

Como primeiro parametro, avaliamos a funcao pulmonar incluindo tanto a resisténcia
das vias aéreas e como a elastancia tecidual. Vimos que, conforme descrito anterioremente, 0s
animais silicoticos apresentaram niveis basais aumentados de resisténcia (Figura 4.4A) e
elastancia (Figura 4.4B) quando comparados aos dos animais controles (instilados apenas
com salina). Na presenca da metacolina, os camundongos silicéticos mostraram resposta mais
intensa tanto para resisténcia como para elastancia, indicando um quadro de hiper-reatividade
das vias aéreas. Na condicdo de tratamento com lidocaina 1 e 2%, observamos uma inibicéo
significativa do comprometimento da funcdo pulmonar e do quadro de hiper-reatividade
(Figuras 4.4A e B).
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Figura 4.4 - Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) sobre a funcdo pulmonar e
hiper-reatividade das vias aéreas de camundongos na fase incial da silicose. Os animais
foram tratados na fase inicial (protocolo 1) e as analises de resisténcia das vias aéreas (A) e
elastancia pulmonar (B) foram realizadas no tempo de 7 dias apds o desafio. Os resultados
representam média £ EPM (n=8). + p<0.05 comparado com o grupo salina.
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De forma a avaliar o efeito da lidocaina sobre as alteragdes morfoldgicas provocadas
pela silica, acessamos o tecido pulmonar atraves de cortes histolégicos. Observamos que
animais controles apresentaram a estrutura do parénquima pulmonar bem preservada (Figura
4.5A), enquanto que animais silicoticos apresentaram formacdo de nddulos fibréticos e
infiltrado celular compativel com a resposta observada anteriormente no tempo de 7 dias de
silicose (fase aguda). O tratamento com lidocaina reduziu marcadamente as alteracdes
observadas, incluindo tanto o infiltrado celular como a formacao de granulomas no pulméo
(Figuras 4.5C e 4.5D), o que foi corroborado pela anélise morfométrica (Figura 4.5E). De
forma semelhante, a lidocaina também reduziu a quantidade de colageno total no pulméo de
camundongos silicéticos (Figura 4.5F). Esses resultados destacam o efeito supressor da
lidocaina sobre a evolucdo da resposta fibrética no pulméo provocado por silica.

Na tentativa de investigar o mecanismo envolvido na resposta inibitoria da lidocaina,
partimos para investigar a geracdo de mediadores considerados importantes no quadro
silicético(65). Podemos observar que animais silicéticos apresentaram um aumento
significativo nos niveis de quimiocinas como CXCL2/MIP-2 (Figura 4.6A) e CXCL1/KC
(Figura 4.6B) e citocinas como IFN-y (Figura 4.6C) e TNF-a ¢ (Figura 4.6D), quando
comparados aos animais salina. O tratamento com lidocaina, em ambas as doses, reduziu de
forma significativa a producdo das duas citocinas analisadas (Figuras 4.6C e 4.6D), e a
producdo de CXCL2/MIP-2 em sua maior dose (2%) (Figura 4.6A), entretanto ndo inibiu a
producéo de CXCL1/KC no pulmdo de animais silicéticos (Figuras 4.6B).

Em seguida, buscamos investigar a acdo da lidocaina sobre macréfagos no pulmao
em uma fase aguda da silicose. De modo similar ao observado anteriormente, camundongos
controles apresentaram uma expressdo basal de F4/80 quase ausente (Figura 4.74A),
enquanto que camundongos silicéticos apresentaram um aumento significativo no total de
células F4/80 positivas, quando comparados aos animais saudaveis (Figura 4.7B). A
lidocaina reduziu a presenca de células F4/80 positivas nos pulmdes silicdticos na doses de 1
(Figura 4.7C) e 2% (Figura 4.7D). A andlise quantitativa confirmou as observacoes

anteriores (Figura 4.7E) .

24



4.4.2 - ANALISE NA FASE TARDIA

Tomando por base o efeito supressor da lidocaina quando administrada na fase inicial da
silicose experimental, passamos a avaliar se este esquema de tratamento interferiria na fase
tardia do quadro silicotico. Verificamos que as alteragdes da funcdo pulmonar expressas como
aumento de resisténcia das vias aéreas (Figura 4.8A) e da elastancia pulmonar (Figura 4.8B),
tanto na condicdo basal como na estimulacdo com metacolina (hiper-reatividade) mostraram-

se reduzidos frente ao tratamento com lidocaina (Figuras 4.8).
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Figura 4.5: Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) sobre altera¢bes morfologicas
no pulmédo de camundongos na fase inicial da silicose. Fotomicrografias do tecido
pulmonar, corados com Hematoxilina e Eosina de animais instilados com salina (A); silica
(B); silica e tratados com lidocaina (1%) (C); silica e tratados com lidocaina (2%) (D). Br =
bronquiolos; * = granulomas. Analise morfométrica de parénquima pulmonar (E). Analise
guantitativa do contetudo de colageno tecidual (F). Os animais foram tratados na fase inicial
(protocolo 1) e as analises realizadas no tempo de 7 dias ap6s o desafio. Os resultados foram
expressos como a média + E.P.M. de no minimo 8 animais por grupo. + p<0,05 comparado ao
grupo controle; *p<0,05 comparado ao grupo silica. Barra = 200.
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Figura 4.6: Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) sobre a geracdo de mediadores
inflamatdrios no pulméo de camundongos na fase inicial da silicose. (A) CXCL2/MIP-2,
(B) CXCL1/KC; (C) IFN-y; (D) TNF-a. Os animais foram tratados na fase inicial (protocolo
1) e as analises realizadas no tempo de 7 dias ap0s o desafio. Os resultados foram expressos
como a média = E.P.M. de no minimo 8 animais por grupo. + p<0,05 comparado ao grupo
controle; *p<0,05 comparado ao grupo instilado com silica.
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Figura 4.7: Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) sobre sobre a expressao de
F4/80 no pulméo de camundongos na fase inicial da silicose. Fotomicrografias do tecido
pulmonar marcadas com anti-F4/80, e contra-coradas com hematoxilina de Mayer, de animais
instilados com salina (A); silica (B); silica e tratados com lidocaina (1%) (C); silica e tratados
com lidocaina (2%) (D). Br = bronquiolos; Seta = células F4/80 positivas. Os animais foram
tratados na fase inicial (protocolo 1) e as analises realizadas no tempo de 7 dias apds o
desafio. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de no minimo 8 animais por
grupo (E). + p<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao grupo silica. Barra
=200 pum
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Figura 4.8 - Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) na fase aguda sobre a funcéo
pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de camundongos na fase tardia da silicose.
Os animais foram tratados na fase inicial (protocolo 1) e as andlises de resisténcia das vias
aéreas (A) e elastancia pulmonar (B) foram realizadas nos tempos de 28 dias ap6s o desafio.
Os resultados representam média £ EPM (n=8). + p<0.05 comparado com o grupo salina.

A analise morfologica revelou o pulmdes silicéticos, neste momento, apresentaram uma
resposta com infiltrado inflamatdrio e extensa area de fibrose com granulomas coalescente
(Figura 4.9B), em comparacdo com os dos animais controles (Figura 4.9A). O tratamento
com lidocaina, em ambas as doses testadas, foi capaz de reduzir a &rea de fibrose pulmonar
(Figuras 4.9C e 4.D). Este resultado foi confirmado pela analise morfométrica, a qual revelou
reducdo significativa do percentual de area de tecido pulmonar ocupada por granulomas
(Figura 4.9E).

Corroborando estes achados, vimos que o marcado aumento na deposicdo de colageno
detectado no pulmao dos animais silicéticos foi sensivel ao tratamento com lidocaina(Figura
4.9F).

Com o intuito de investigar os niveis de citocinas nos pulmdes, verificamos que niveis
aumentados de citocinas e quimiocinas foram detectados no pulmdo dos animais
silicéticos, em comparagdo aos controles, e que o tratamento com lidocaina, na dose de 1%,
inibiu a produgdo de todos os mediadores analisados CXCL2/MIP-2 (Figura 4.10A) e
CXCL1/KC (Figura 4.10B) e citocinas como IFN-y (Figura 4.10C) e TNF-a ¢ (Figura
4.10D). A maior dose, de 2%, reduziu apenas os niveis das quimiocinas CXCL2/MIP-2 e
CXCL1/KC (Figuras 4.10C e 4.10D), néo interferindo com IFN-y (Figura 4.10C) e TNF-a ¢
(Figura 4.10D).
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Avaliamos também o infiltrado de macrofagos e confirmamos o aumento no caso dos
pulmdes silicoticos (Figura 4.11B), também localizado na regido correspondente aos
granulomas, quando comparado ao dos controles (Figura 4.11A), e que a lidocaina
significativamente reduziu a presenca destas células, em ambas as doses testadas (Figuras

4.11C e 4.11D). A andlise quantitativa confirmou as observacoes anteriores (Figura 4.11E).

45 — EFEITO DO TRATAMENTO COM LIDOCAINA QUANDO ADMINISTRADA
NA FASE TARDIA DA SILICOSE EM CAMUNDONGOS

Nesta etapa, buscamos avaliar o efeito da lidocaina quando administrada de forma
tardia, com o quadro da doenca ja instalada, com o propdsito de mimetizar a situacdo
vivenciada na clinica. Para isto usamos o protocolo no qual o tratamento dos animais foi
iniciado 21 dias apds a instilacdo da silica e as analises feitas 24 h ap6s a Gltima dose, ou seja,
aos 28 dias do inicio do processo silicético. Observamos que os animais silicoticos tiveram
niveis basais de resisténcia e elastancia aumentados em relacdo aos dos controles (Figuras
4.12B e 4.12A, respectivamente), e quando aerossolizados com metacolina, mostraram o
quadro de hiper-reatividade ja descrito previamente. Na condicdo do tratamento com
lidocaina, em ambas as doses, notamos que diferente do observado com o protocolo, ndo
houve modificag&o dos parametros analisados (Figuras 4.12C e 4.12D).

Passando, entdo, a analise morfoldgica, notamos que os pulmdes dos animais controles

apresentaram o parénquima pulmonar preservado, com espacos alveolares e estruturas
bronquioalveolares integros (Figuras 4.13A). No entanto, na condicdo da instilacdo de silica,
confirmamos a presenca de uma resposta intensa de fibrose granulomatosa, de forma geral
envolvendo particulas de silica (Figura 4.13B). De forma contréria, mas coerente com o que
foi observado no caso da fungé@o pulmonar, a lidocaina ndo modificou estas alteragdes ao nivel
do parénquima (Figura 4.13C e 4.13D). A avaliacdo morfométrica confirmou os achados
obtidos da analise morfolégica (Figuras 4.13E). Corroborando estes achados, a quantificagcdo
de colageno revelou aumento na quantidade de fibras colagenas nos pulmdes silicoticos em
relagdo aos controles, porem o tratamento com lidocaina ndo modificou este parametro
(Figuras 4.13F).
A avaliacdo da geracdo de citocinas no pulmao dos camundongos silicoticos mostrou que o
tratamento tardio com lidocaina ndo interferiu com 0 aumento nos niveis das quimiocinas
CXCL2/MIP-2 (Figura 4.14A) e CXCL1/KC (Figura 4.14B) e das citocinas como IFN-y
(Figura 4.14C) e TNF-a (Figura 4.14D).
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Figura 4.9: Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) na fase aguda sobre alteragdes
morfoldgicas no pulméo de camundongos na fase tardia da silicose. Fotomicrografias do
tecido pulmonar, corados com Hematoxilina e Eosina de animais instilados com salina (A);
silica (B); silica e tratados com lidocaina (1%) (C); silica e tratados com lidocaina (2%) (D).
Br = bronquiolos; * = granulomas. Analise morfométrica de parénquima pulmonar (E).
Anélise quantitativa do contetido de colageno tecidual (F). Os animais foram tratados na fase
inicial (protocolo 1) e as andlises foram realizadas no tempo de 28 dias apds o desafio. Os
resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de no minimo 8 animais por grupo. +
p<0,05 comparado ao grupo controle; *p<0,05 comparado ao grupo silica. Barra = 200.
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Figura 4.10: Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) na fase aguda sobre a geracéo
de mediadores inflamatorios no pulméo de camundongos na fase tardia da silicose. (A)
CXCL2/MIP-2, (B) CXCL1/KC; (C) INF-y; (D) TNF-a. Os animais foram tratados na fase
inicial (protocolo 1) e as andlises foram realizadas no tempo de 28 dias apds o desafio.Os
resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de no minimo 8 animais por grupo. +
p<0,05 comparado ao grupo controle; *p<0,05 comparado ao grupo instilado com silica.

32



80000 E

SOSAAMANGGG

RS *
R RRRRRRRRRRRRY

o
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
%
P2

R

Figura 4.11: Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) na fase aguda sobre sobre a
expressdo de F4/80 no pulmdo de camundongos na fase tardia da silicose.
Fotomicrografias do tecido pulmonar marcadas com anti-F4/80, e contra-coradas com
hematoxilina e eosina, de animais instilados com salina (A); silica (B); silica e tratados com
lidocaina (1%) (C); silica e tratados com lidocaina (2%) (D). Br = bronquiolos; Seta = células
F4/80 positivas. Os animais foram tratados na fase inicial (protocolo 1) e as analises foram
realizadas no tempo de 28 dias ap0s o desafio. Os resultados foram expressos como a média +
E.P.M. de no minimo 8 animais por grupo (E). + p<0,05 comparado ao grupo controle;
*P<0,05 comparado ao grupo silica. Barra = 200 pum.
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Figura 4.12 - Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) sobre a fun¢do pulmonar e
hiper-reatividade das vias aéreas de camundongos na fase tardia da silicose. Os animais
foram tratados na fase tardia (protocolo 2) e as analises de resisténcia das vias aéreas (A) e
elastancia pulmonar (B) foram realizadas no tempo de 28 dias apds instilacdo com silica. Os
resultados representam média + EPM (n=8). + p<0.05 comparado com o grupo salina.
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Figura 4.13: Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) sobre altera¢cdes morfologicas
no pulméo de camundongos na fase tardia da silicose. Fotomicrografias do tecido
pulmonar, corados com Hematoxilina e Eosina de animais instilados com salina (A); silica
(B); silica e tratados com lidocaina (1%) (C); silica e tratados com lidocaina (2%) (D). Br =
bronquiolos; * = granulomas. Andlise morfométrica de parénquima pulmonar (E). Analise
quantitativa do conteido de coldgeno tecidual (F). Os resultados foram expressos como a
média = E.P.M. de no minimo 8 animais por grupo. + p<0,05 comparado ao grupo controle;
*p<0,05 comparado ao grupo silica. Barra = 200 um.
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Figura 4.14: Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) sobre a geracdo de mediadores
inflamatdrios no pulmao de camundongos na fase tardia da silicose. (A) CXCL2/MIP-2,
(B) CXCL1/KC; (C) INF-y; (D) TNF-a. Os resultados foram expressos como a média +
E.P.M. de no minimo 8 animais por grupo. + p<0,05 comparado ao grupo controle; *p<0,05
comparado ao grupo instilado com silica.

De forma coerente com o0 observado para os demais parametros avaliados, 0 aumento
do infiltrado de macréfagos no pulméo dos animais silicoticos (Figura 4.15B) em relagdo aos
controles (Figura 4.15A) nédo foi modificado pelo tratamento com lidocaina (Figuras 4.15C e
4.15D). A andlise quantitativa confirmou os achados anteriores (Figuras 4.15E). Estes
achados em conjunto claramente revelam um efeito supressor diferencial da lidocaina quando

administrada na fase inicial ou tardia do quadro silicético.
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Figura 4.15: Efeito do tratamento com lidocaina (1 e 2%) sobre a expressao de
F4/80 no pulméo de camundongos na fase tardia da silicose. Fotomicrografias do tecido
pulmonar marcadas com anti-F4/80, e contra-coradas com hematoxilina e eosina, de animais
instilados com salina (A); silica (B); silica e tratados com lidocaina (1%) (C); silica e tratados
com lidocaina (2%) (D). Br = bronquiolos; Seta = células F4/80 positivas. Os resultados
foram expressos como a média £ E.P.M. de no minimo 8 animais por grupo (E). + p<0,05
comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao grupo silica. Barra = 200 pum.
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4.6 - EFEITO DA LIDOCAINA SOBRE A ATIVIDADE DE CELULAS AMJ2C11
Tomando por base as evidéncias de que os macrofagos sdo células cruciais no contexto
da silicose e, também, o fato de que o infiltrado de células F4/80 (indicativas de macréfagos)
foi reduzido pela lidocaina, partimos para avaliar o seu efeito direto sobre macréfagos
alveolares — linhagem AMJ2C11. Como ilustrado na Figura 4.16, a estimulagdo com
particulas de silica ativou os macrofagos conforme atestado pelo marcado aumento na
producdo de TNF-a, em comparagdo as células estimuladas apenas com meio. A prévia
incubacdo (1 hora antes) das células com lidocaina (107 — 10°M), reduziu a producdo de
TNF-a de forma concentragdo-dependente (Figura 4.16). Nenhum efeito da lidocaina sobre

células estimuladas com meio foi notado (Figura 4.16).

TNF-a (pg/mL)
2 8 8 ¢
)(.
>(.

ol [

Lidocaina - - 107 10° 10° 10* 10% 10°
Silica[300 pg/mL] - + + + + o+ o+ -

Figura 4.16: Efeito da lidocaina sobre a ativacdo de macrofagos alveolares (linhagem
AMJ2C11) estimulados com silica in vitro. A quantificagdo de TNF-o. foi realizada no
sobrenadante 24 horas ap0s o estimulo com silica (300 ug/mL). Os resultados foram expressos
como a média £ E.P.M. de cada grupo em quadruplicata. Este grafico € representativo de dois
experimentos. + p<0,05 comparado ao grupo ndo-estimulado; *p<0,05 comparado ao grupo
estimulado com silica.
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4.7 — EFEITO DA LIDOCAINA SOBRE A ATIVACAO DE SUBTIPOS DE
MACROFAGOS (M1 E M2) MURINOS IN VITRO

Os macrofagos sdo celulas que podem se apresentar fenotipicamente em M1 (classicos
ou pré-inflamatérios) e em M2 (alternativos ou pro-resolutivos) (66). Tomando por base o
efeito supressor do tratamento com lidocaina ter sido evidenciado quando de sua
administragdo em tempos iniciais do processo silicotico, porém ndo tardio, resolvemos
investigar a hipdtese de que sua atividade pudesse estar relacionada ao subtipo de macrofago
predominante na fase inicial (M1) e na tardia (M2) do quadro silictico. Para tanto,
desenvolvemos em nosso laboratério o0 modelo de macréfagos derivados de medula 6ssea que

nos permite acessar ambos os subtipos de macréfagos.

471 - ESTABELECIMENTO DO MODELO DE MACROFAGOS
DERIVADOS DE MEDULA OSSEA (MDMO)

Como ja descrito na literatura (67), a partir da obtencdo de medula 6ssea de ambos 0s
fémures de camundongos, as células recuperadas séo incubadas com sobrenadante proveniente
de células da linhagem L929, produtoras de fator estimulador de col6nia de macrofagos (M-
CSF). Como ilustrado na figura (Figura 4.17), através da utilizacdo do anticorpo que
reconhece o antigeno F4/80 (FITC) verificamos que a incubacdo de células totais recuperadas
da medula 6ssea (parte A) com meio condicionado rico em M-CSF (20%) (parte B) levou a
um enriquecimento para macrofagos em torno 99,57% de acordo com a representacao

mostrada nos histogramas.

4.7.2 — AVALIACAO DO EFEITO DA LIDOCAINA SOBRE A ATIVACAO DE
MDMO

A partir desta populacdo de macrofagos obtidos da medula, considerados na condigéo de
células indiferenciadas (MO0), passamos a etapa de inducdo de diferenciacdo ou polarizagéo.
Para tanto, os macr6fagos M0 foram incubados com LPS (para fenotipo M1) e IL-4 (para
fendtipo M2). Incialmente analisamos o parametro de viabilidade celular e vimos que a
incubagdo com LPS (Figura 4.18A) ou IL-4 (Figura 4.18B), na presenca ou auséncia de
lidocaina, ndo interferiu com a viabilidade das células. Na etapa seguinte, avaliamos a
liberacdo de citocinas que caracteristicamente estdo associadas com os fenotipos de
macrofagos: M1 (TNF-a e IL-1B) e M2 (CCL17/TARC ¢ CCL22/MDC).
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Figura 4.17: Avaliacdo da diferenciacdo de células derivadas da medula Ossea de
camundongos em macréfagos. (A) Células totais e (B) células que foram incubadas com
meio condicionado contendo M-CSF (20%). A andalise da populacdo enriquecida de
macrofagos foi realizada, ap6s 7 dias de manutengdo em cultivo, através da técnica de
citometria de fluxo e utilizacdo de anticorpo identificador F4/80. Ensaio representativo de 3

experimentos independentes.
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Figura 4.18: Avaliacdo da viabilidade celular (%) de macro6fagos derivados de medula
Ossea. As células foram incubadas com LPS (A) e IL-4 (B), na auséncia ou presenca de
lidocaina 10M. A avaliacdo foi realizada 48 horas ap6s estimulacdo. Ensaio representativo
de n=2 (quadruplicata).Os resultados foram expressos como a média + E.P.M.

Verificamos que a incubacdo dos MDMO com LPS levou a producdo de TNFa
(Figura 4.19A) e com IL-4 a produgdo de CCL17/TARC (Figura 4.19B) e CCL22/MDC
(Figura 4.19C). O tratamento dos macrdéfagos com lidocaina, realizado 1 hora antes da
incubagdo com as citocinas, foi capaz de interferir somente com as células estimuladas com
LPS e ndo com IL-4, sugerindo um efeito seletivo sobre os macrofagos polarizados em M1,
Em outro grupo de experimentos, as células foram incubadas com IFN-y (também
reconhecido por sua propriedade em induzir diferenciacdo de macrofagos no subtipo M1) e
com IL-4. Apos a incubagdo com ambas as citocinas, isoladamente, as células foram ativadas
com LPS. A andlise da viabilidade celular revelou que IFN-y (Figura 4.20A) e IL-4, (Figura
4.20A), assim como a lidocaina (Figura 4.20B), nédo interferiram com a viabilidade das

células.
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Figura 4.19: Efeito da lidocaina sobre a producéo de citocinas por macréfagos derivados
de medula incubados com LPS (100 mg/mL) e IL-4 (10 ng/mL). As células foram tratadas
com lidocaina (10°M), 1 hora antes da estimulacdo com LPS (A) ou IL-4 (B e C), e as
analises realizadas 48 horas apds. Foram quantificados (A) TNF-a, (B) CCL17/TARC, (C)
CCL22/MDC. Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de cada grupo em
triplicata. + p<0,05 comparado ao grupo ndo-estimulado. *p<0,05 comparado ao grupo

estimulado.
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Figura 4.20: Avaliacdo da viabilidade celular (%) de macrofagos derivados de medula
6ssea. As células foram incubadas com IFN-y (A), IL-4 (B) e lidocaina (10°M). A avaliacdo
foi realizada 48 horas apds estimulacdo. Os resultados representam n=5 e foram expressos
como a média + E.P.M.
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Verificamos que macrofagos incubados com IFN-y produziram IL-1B (Figura
4.21A) e aqueles incubados com IL-4 produziram CCLL22/MDC (Figura 4.21B). O
tratamento das células com lidocaina, 1 h antes da ativacdo com LPS, inibiu apenas os
macrofagos previamente incubados com IFN-y (Figura 4.21A), porém ndo com IL4 (Figura
4.21B), refor¢ando os achados anteriores que sugerem um efeito mais seletivo da lidocaina em

modular a ativacdo de macrdfagos com fenotipo M1.
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Figura 4.21: Efeito da lidocaina sobre a producéo de citocinas por macréfagos derivados
de medula incubados com IFN-y (1 ng/mL) e IL-4 (10 ng/mL). As células foram tratadas
com lidocaina (10°M), 1 hora antes da estimulacdo com LPS (A) ou IL-4 (B), e as analises
realizadas 48 horas ap6s. Foram quantificados (A) TNF-a, (B) CCL22/MDC. Os resultados
foram expressos como a média £ E.P.M. de cada grupo em triplicata. + p<0,05 comparado ao
grupo nédo-estimulado. *p<0,05 comparado ao grupo estimulado.
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5.0 DISCUSSAO

A fisiopatologia da silicose esta associada a alteragcbes morfologicas e intensa reagdo
inflamatdria nos pulmdes, como resultado da toxicidade da silica inalada, recrutamento de
células inflamatdrias e producdo de mediadores. Esta condicdo de inflamacéo cronica pode
resultar no desenvolvimento de fibrose pulmonar (12). As exposic¢fes as particulas de silica
podem ocorrer em diversas ocupagdes como mineracao, jateamento de areia, construcéo civil,
fabricacdo de ceramica, dentre outras. Apesar do risco, e de estarem disponiveis equipamentos
de protecdo individual que ajudam a prevenir a doenca, as taxas de exposi¢do ocupacional a
silica permanecem altas, principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil (43).

Os individuos com silicose apresentam alteracbes na funcdo pulmonar, que evoluem
para um padrdo obstrutivo, restritivo ou misto, sendo os sintomas predominantes a tosse
cronica e a dispnéia de esforco (68). E importante ressaltar que a silicose é uma doenca
extremamente incapacitante, para qual até o presente momento ndo ha terapia efetiva, e os
mecanimos imunoldgicos que conduzem ao seu agravamento ndo estdo completamente
elucidados (69).

A lidocaina é uma molécula utilizada na pratica médica como anestésico local e agente
anti-arritmico (47). Entretanto, atualmente estd bem descrito na literatura que a lidocaina
possui atividade anti-inflamatéria, sendo capaz de inibir uma gama de células inflamatérias
como neutréfilos, eosindfilos, mastécitos e macréfagos, sugerindo uma potencial
aplicabilidade no controle de doencas inflamatérias (70)(71)(72). Chama atencdo o fato de
gue o mecanismo anti-inflamatorio da lidocaina parece ndo estar associado ao bloqueio
reversivel de canais de so6dio na membrana plasmatica das células, visto que células
polimorfonucleares ndo expressam canais de sodio, e os efeitos anti-inflamatorios observados
da lidocaina ocorrem em concentracdes inferiores as necessarias para bloquear os canais de
sodio nas células (51). Estudos tém mostrado que o mecanismo anti-inflamatério da lidocaina
determinados receptores acoplados a proteina G (59)(73)(74).

Na literatura encontramos diferentes modelos experimentais de silicose, que buscam
reproduzir as alteragdes morfoldgicas e funcionais encontradas na silicose humana. Muitos
grupos de pesquisa utilizam a instilacéo intratraqueal de silica (75), enquanto outros preferem
a exposicao de particulas de silica por aeroliza¢do (76). Em nosso laboratério desenvolvemos
um modelo murino de silicose experimental, que reproduziu de maneira bastante similar o
qguadro observado na silicose humana, onde se verifica quadro mais agudo e intenso de

infiltrado inflamatorio seguido por formacdo de extensa area de fibrose e formacdo de
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granulomas dispersos no tecido pulmonar, bem como de deposi¢cdo de fibras colagenas, e
alteracOes funcionais do trato respiratorio (44).

Através da instilacdo de silica intranasal em camundongos, conseguimos reproduzir de
maneira satisfatoria os eventos observados na silicose humana. Essencialmente, este modelo
experimental nos permitiu acessar alteragdes morfoldgicas e funcionais caracteristicas da fase
inicial e tardia da doenca. E bem descrito na literatura que doencas ocupacionais pulmonares
estdo associadas a uma reducdo da capacidade respiratoria, com aprisionamento do ar,
espessamento da parede bronquica e disfuncdo em pequenas vias aéreas (77)(78). Sabendo
que a deficiéncia respiratoria € um ponto chave na silicose humana, buscamos avaliar o efeito
na mecanica respiratéria em camundongos da linhagem Swiss-Webster. Inicialmente, foram
monitorados, em diferentes tempos ao curso da doenca, os parametros de resisténcia das vias
aéreas, que é uma medida da capacidade das vias aéreas resistirem a entrada de ar, e a
elastancia tecidual, que avalia o grau de distensibilidade do pulméo (79). Observamos que 0s
animais silicoticos apresentaram alteracdo nos parametros de funcdo pulmonar (aumento de
resisténcia e elastancia) quando comparados aos animais controles, em todos os tempos
analisados. Para avaliar a responsividade das vias aéreas, administramos doses crescentes de
metacolina, um agente broncoconstrictor colinérgico. Os resultados indicaram um aumento
expressivo nos niveis de resisténcia e elastancia, verificado em todos os tempos de analise,
assinalando um quadro de hiper-reatividade. Vale ser destacado que estudo anterior mostrou
um fendbmeno similar em trabalhadores da indUstria de mineracdo que apresentaram sintomas
de penumoconiose. O estudo revelou que os individuos apresentaram expressiva reducdo da
capacidade respiratoria e hiper-reatividade das vias aéreas (77).

Ja foi mostrado que a exposicdo as particulas de silica leva a alteragdes histoldgicas
progressivas em modelo de silicose murina, com influxo de células polimorfonucleares e
mononucleares no pulméo, formacdo de granulomas e aumento no teor de fibras colagenas
(80)(81). No nosso estudo, buscamos investigar a evolucdo do processo inflamatério e
fibrético no pulméo de animais silicéticos. Observamos que quanto maior a cronicidade da
doencga, maior a resposta fibrética no parénquima pulmonar. Na fase aguda da silicose
observamos a formagéo de infiltrado inflamatdrio e formacao de pequenos nédulos fibréticos.
Ao longo do curso da doenca ocorre um aumento no numero e tamanho de granulomas no
pulm&o desses animais, caracterizando uma intensificagdo da resposta fibrotica.

Os macrofagos sdo celulas cruciais na fisiopatologia da silicose, responsaveis pela
fagocitose das particulas de silica no pulméo. Entretanto, essas células também contribuem

com a inflamacédo cronica em um ciclo vicioso, pois ao fagocitarem a silica, 0s macrofagos
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sdo ativados. Apoés a ativacdo, diversos mecanismos moleculares levam a ativacéo de fatores
de transcricdo como NF-kf e AP-1, levando a producgdo de citocinas, quimiocinas, espéecies
reativas de oxigénio e nitrogénio, e fatores fibrogénicos. Além disso, como os macréfagos séo
incapazes de destruir as particulas, essas células sdo danificadas liberando as particulas de
volta ao parénquima pulmonar. Em seguida, outros macrdfagos fagocitam a mesma silica,
perpetuando o processo inflamatorio (81)(82). Em virtude da possivel participacdo dos
macrofagos no agravamento das alteracdes provocadas pela silica, investigamos a presenca de
macréfagos no pulmdo de animais silicéticos ao longo do curso da doenca, através da
identificacdo de células F4/80 positivas. Constatamos a presenca de macréfagos em todos os
tempos da doenca, e um relativo aumento em tempos mais tardios da silicose. Esses dados
reforcam a participacdo dessas células no processo fibrético provocado pela silica no pulméo.

Estudos de Takao e cols (1996) mostraram que a lidocaina apresentou um efeito protetor
em um modelo agudo de lesdo pulmonar induzido por hiperoxia (62). Nessa linha, outros
estudos apontam para 0 mesmo efeito protetor da lidocaina em outros modelos de inflamacéo
pulmonar aguda e sistémica (83)(84). O efeito protetor da lidocaina em todos os estudos
analisados se deveu a uma acao anti-inflamatéria da molécula, com redugdo na producgdo de
mediadores inflamatdrios e alteragcbes morfologicas. Um outro estudo interessante mostrou
que apesar da lidocaina modular a inflamacdo local, ela ndo foi capaz de impedir a
cicatrizacdo saudavel do tecido epitelial de camundongos (85). Apesar do papel importante da
inflamacdo na fibrogénese, algumas pesquisas sugerem que a inflamacdo ndo esta
necessariamente associada ao processo fibrético, e que vias adicionais podem ser responsaveis
pelo desenvolvimento da fibrose pulmonar (86). Alguns estudos também demonstraram que a
reducdo da fibrose pulmonar ndo estid associada & reducdo da resposta inflamatéria (87),
enquanto que outros mostraram que a inflamacgdo pulmonar nem sempre é seguida por um
processo fibrético (88). Tendo em vista o efeito supressor da lidocaina em modelos de
inflamacédo aguda, neste projeto buscamos investigar o efeito do tratamento com lidocaina em
uma fase inicial da silicose sobre a evolucdo da resposta inflamatoria e fibrdtica no pulmao de
animais silicoticos.

Primeiramente buscamos investigar se a lidocaina seria eficaz em alterar os parametros
de funcdo e morfologia pulmonar em uma fase inicial da silicose. Utilizamos um primeiro
desenho experimental, no qual instilamos silica nos camundongos no dia 0, e comegamos a
tratar com lidocaina 6 horas ap6s o estimulo por sete dias consecutivos. As analises foram

efetuadas no oitavo dia pos-silica.
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Nossas analises mostraram que em uma fase inicial da silicose a lidocaina foi capaz de
inibir os parametros de fungdo pulmonar como resisténcia e elastancia pulmonar, bem como
reduzir a hiper-reatividade das vias aéreas em ambos 0s parametros. Esses resultados estdo
alinhados com achados da literatura que demonstram que a lidocaina é capaz de prevenir a
hiper-reatividade das vias dereas em modelos murino e felino de asma broénquica (60)(61).
Além disso, estes resultados indicam que a lidocaina ao inibir a resposta inflamatoria
desencadeada pela silica é capaz de melhorar expressivamente o quadro respiratério em uma
fase inicial da silicose.

A silicose em humanos é caracterizada pela presenca de nddulos fibroticos devido a
uma inflamacdo persistente causada pelas particulas de silica no pulmdo. Durante a
inflamacdo ocorre a liberacdo de fatores fibrogénicos no parénquima pulmonar, com
consequente proliferacdo de fibroblastos e acimulo exagerado de colageno nos locais de
deposicdo de silica (89). Nossos resultados da anlise histologica mostraram alteracdes na
arquitetura pulmonar, com presenca de infiltrado inflamatério e alguns nédulos fibréticos 7
dias apos a instilacdo de silica. O tratamento com lidocaina na fase inicial foi capaz de atuar
na resposta fibrotica, levando a um menor nimero de granulomas e area ocupada por estes no
pulmdo de animais silicoticos. No contexto do processo fibrotico, o acumulo excessivo de
componentes de matriz extracelular se deve a um desbalanco na atividade e expressédo de
metaloproteinases (MMPS), responsaveis pela quebra de proteinas de matriz como o colageno,
e de seus reguladores os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). A atividade
irregular dessas proteinas associada ao aumento na deposicdo de fibras colagenas por
fibroblastos leva a um depoésito excessivo desta proteina de matriz no parénquima pulmonar
(90). Ao analisarmos o contetdo de colageno no pulmédo de animais silicoticos crénicos,
observamos um intenso aumento na deposicao de fibras colagenas quando comparamos aos
animais saudaveis. O tratamento com lidocaina, iniciado 6 horas apés instilacdo com silica,
reduziu a quantidade de colageno total nos pulmdes dos animais em uma fase inicial da
doenca.

As alteracbes na mecanica ventilatoria, inflamacdo e fibrogénese obtidas pelo
tratamento com lidocaina nos 7 primeiros dias apos provocagdo com silica poderia, pelo
menos em parte, estar associado ao bloqueio do recrutamento e funcdo de células
inflamatdrias como o macréfago.

Como dito anteriormente, os macrofagos sao células importantes na fisiopatologia da
silicose, atuando diretamente na evolucdo da resposta inflamatdria e fibrotica. Essas células

participam ativamente na instalacdo, evolucdo e manutencéo da resposta fibrotica causada por
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silica no pulmao (24). No nosso estudo, observamos que 7 dias apés instilacdo com silica, 0s
camundongos apresentaram um nimero expressivamente maior de macrdéfagos F4/80" no
pulméo, principalmente no interior de granulomas. Como esperado, 0s animais silicéticos
mostraram um aumento significativo de macréfagos F4/80" no pulmé&o 7 dias apds instilacio
com silica, e o tratamento com lidocaina, na fase inicial, em ambas as doses, foi capaz de
reduzir significativamente o nimero dessas células.

As citocinas e quimiocinas, tais como TNF-a, IFN-y, CXCL2/MIP-2 e CXCL1/KC sao
produzidos e secretados por macréfagos residentes e celulas estruturais, e estdo diretamente
envolvidos na cascata de sinalizagdo que recrutam mondcitos, neutrofilos, linfocitos, e
estimulam a proliferacdo e ativacdo de fibroblastos (15). Ha& evidéncias na literatura que
mostram o aumento na producdo de todas as citocinas e quimiocinas, acima destacadas, no
pulmao de pacientes silicéticos e modelos experimentais de silicose (91)(92). A producéo de
TNF-a por macrofagos alveolares ¢ um importante mediador no inicio da resposta
inflamatoria apds exposicdo a silica, sendo um mediador pro-inflamatorio e pro-fibrotico
fundamental na silicose, podendo aumentar o poder de fagocitose de macrofagos, e producéo
de citocinas (93). J& 0 IFN-y ¢é tido como um importante mediador para a diferenciagdo de
linfocitos e ativacdo de macrofagos na silicose (94). Na silicose aguda € visto um grande
influxo de neutrdéfilos no pulm&o de camundongos silicoticos, e os mediadores envolvidos na
quimioatracdo dessas células, como CXCL2/MIP-2 e CXCL1/KC, sdo consideradas as
quimiocinas de maior importancia na formacdo de granulomas no pulm&o durante uma
inflamacéo crénica (95)(96). Em nossos resultados, observamos um aumento significativo na
producdo de citocinas e quimiocinas no pulmédo de camundongos silicoticos, como TNF-a,
IFN-y, CXCL2/MIP-2 e CXCL1/KC. A liberacdo de citocinas no local de lesdo coordena a
resposta inflamatoria no local, e induz a quimiotaxia de células inflamatérias. De forma
interessante, o tratamento com lidocaina na fase inicial, nas doses de (1 e 2%), inibiu a
producéo de todos os mediadores inflamatdrios analisados. Ja foi demonstrado que a lidocaina
é capaz de inibir a produgdo de mediadores inflamatérios no lavado broncoalveolar em
modelos experimentais de injdria pulmonar (62), bem como é capaz de inibir a producao de
citocinas em diferentes tipos celulares, e essa inibigdo se mostrou estar associada a inibi¢do do
fator de transcricdo NF-xb ¢ a fosforilagio da p38 MAPK (55)(54)(97). Desta forma, é
provavel que o efeito anti-inflamatdrio da lidocaina seja resultado da inibigdo dessas vias em
células inflamatorias e estruturais no pulmao. E interessante notar, que o controle inicial da

resposta inflamatoria pela lidocaina resultou em uma diminuicdo expressiva na quantidade de
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citocinas e quimiocinas na fase aguda da silicose, destacando-se assim, a importancia do
controle inicial da inflamac&o em uma doenga de carater inflamatorio crénico.

Em seguida avaliamos o efeito do tratamento na fase inicial com lidocaina sobre os
pardmetros de funcdo pulmonar em animais silicéticos cronicos. De maneira interessante,
constatamos que o tratamento diario com lidocaina (1 - 2%) por 7 dias consecutivos, iniciado
6 horas apds a instilacdo de silica inibiu, em ambas as concentragdes, os valores de elastancia
tecidual no vigésimo oitavo dia ap6s estimulo com silica. Ademais, a lidocaina foi capaz de
reduzir a hiper-reatividade a metacolina em ambos os pardmetros analisados.

Em um processo de cicatrizacdo ap6s uma lesdo pulmonar, a proliferacdo de
pneumécitos do tipo Il é benéfica para a restauragdo do epitélio pulmonar, enquanto que a
inibicdo da proliferacdo de fibroblastos é provavelmente vantajosa apds a lesdo. Na
fisiopatologia da silicose ocorre a proliferacdo de fibroblastos, e diferenciagdo para um
fenotipo mais ativo, com excessiva producéo de colageno (24)(98). Na literatura, € visto que a
lidocaina é capaz de inibir a proliferacdo de fibroblastos, sem impedir a proliferacdo de
pneumacitos do tipo 1l (99)(100)(101). Levando em consideracdo os achados da literatura,
podemaos sugerir que o efeito benéfico observado sob as alteracbes morfoldgicas nos pulmdes
fibroblastos, com reducdo na producdo do conteldo de coldgeno e um menor ndmero
granulomas no pulmédo desses animais. Além disso, sem a inibicdo da proliferacdo de
pneumacitos do tipo Il pela lidocaina, lesdes pulmonares provocadas pela silica podem ser
revertidas pela re-epitelizacdo do tecido pulmonar.

Nossos dados mostram, claramente, que a administracdo de lidocaina, iniciado 6 horas
apos instilacdo de silica por 7 dias consecutivos, foi capaz de limitar o desenvolvimento da
resposta fibrética na fase crbnica da silicose. Entretanto, uma vez instalado o processo
fibrotico, seria a lidocaina capaz de reverter esse quadro? Para avaliar essa hipétese utilizamos
um segundo desenho experimental, no qual instilamos silica no dia 0 e comegamos o
tratamento com lidocaina do vigésimo primeiro dia, sendo as analises feitas 28 dias pds-silica.

Observamos que o tratamento com lidocaina, iniciado 21 dias apos estimulo com silica,
foi incapaz de alterar os parametros de resisténcia e elastancia pulmonar, quando comparamos
com os animais saudaveis, bem como néo inibiu a resposta de hiper-reatividade das vias
aereas nesses animais. Nas andlises histoldgicas, identificamos alteragbes na arquitetura
pulmonar e formacdo de extensos granulomas, e intensa deposicdo de fibras colagenas
comparado ao grupo de animais salina. A lidocaina ndo alterou o quadro fibrético instalado no

pulméo dos animais silicoticos. De forma similar, a lidocaina ndo se mostrou eficaz em
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reduzir a expressdo de F4/80 no pulméo dos animais silicoticos, bem como ndo reduziu a
producdo de citocinas e quimiocinas no pulmdo desses animais. Dessa forma, podemos
afirmar que os efeitos benéficos da lidocaina parecem ndo se fazerem presentes quando 0s
componentes de fibrose e de inflamacdo cronica estdo instalados nos pulmdes de
camundongos silicoticos. Mais ainda, parecem ser pequenas as chances de que um tratamento
administrado tardiamente com lidocaina venha a ser bem sucedido em pacientes silicoticos
crénicos. Entretanto, a utilizacdo da lidocaina parece ser Gtil na determinacdo dos mecanismos
celulares que induzem o quadro de silicose.

Como foi dito anteriormente, os macréfagos exercem importante papel no processo
inflamatorio e fibrético provocado pela silica no pulmao, e ja estd bem descrito na literatura
que a lidocaina exerce agdo inibitdria sobre diversos macrofagos (97)(102)(71). Baseado
nisso, buscamos verificar o efeito da lidocaina sobre macréfagos alveolares (linhagem
AMJ11) de camundongo, pois este € o tipo celular que mais se assemelha aquele de nosso
modelo. Como esperado, a lidocaina foi capaz de inibir a producdo de TNF-a nessas células
induzida pelo lipopolissacarideo (LPS). Ja foi observada a producdo elevada de TNF-a no
lavado broncoalveolar de pacientes silicoticos (103), e esse mediador parece estar envolvido
principalmente na fase inicial da doenca, uma vez que a producdo deste precede a inflamacéo
cronica e fibrose no pulmao (104)(82). Desta forma, a acdo inibitdria da lidocaina sobre a
producdo de TNF-a em macrofagos alveolares pode ser o mecanismo pelo qual essa molécula
controla a exacerbacdo da resposta inflamatéria no pulmédo provocado pela inalagdo de
particulas de silica.

Sob diferentes estimulos os macr6fagos podem assumir estados de ativacdo distintos,
por exemplo, a ativagdo “classica”, chamado macréfago M1, ¢ induzido por estimulos a partir
de citocinas de perfil Thl, como IFN-y e TNF-a, ¢ componentes bacterianos, como LPS. Em
contraste, macrofagos com fendtipo “alternativo”, também chamado M2, sdo induzidos a
partir de citocinas de perfil Th2 como IL-4 e IL-13. Os macrofagos com polarizacdo M1 séo
considerados pré-inflamatorios, e sdo caracterizados pela expressao de genes relevantes para a
inflamacdo e imunidade mediada por células, e expressam a enzima Oxido nitrico sintase
(iNOS), responsavel pela metabolizacdo da arginina em oOxido nitrico. Enquanto que 0s
macrofagos de perfil M2 sdo considerados de perfil anti-inflamatorios, e caracterizados pela
producdo de citocinas anti-inflamatérias e moléculas implicadas na remodelagdo tecidual, e
expressam a enzima arginase, responsavel pela metabolizacdo da arginina em ornitina e uréia
(105)(66).
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Buscando avaliar o efeito da lidocaina sobre diferentes fenotipos de macrofagos,
implementamos uma técnica em nosso laboratério para diferenciacdo e polarizacdo de
macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos. Estes sistema consta da adicdo de
células recuperadas da medula dssea que séo cultivadas em placas de petri na presenca de M-
CSF, que é secretado por células L929, e é usado na forma de meio condicionado de L929.
Sob estas condic@es, as células progenitoras da medula 6ssea irdo proliferar e diferenciar em
uma populacdo homogénea de macréfagos derivados de medula dssea. O fator estimulador de
col6nia de macréfagos (M-CSF), também conhecido como fator estimulador de col6nia 1
(CSF1), é um fator de crescimento, responsavel pela proliferacdo e diferenciacdo de células
progenitoras mieldides em macrofagos/mondcitos (106). Este protocolo de diferenciacdo é
bastante utilizado na literatura para avaliar diferentes fenotipos de macréfagos (67), e
procuramos acessar a eficiéncia da diferenciacdo por meio de andlise da expressdo de F4/80
por citometria de fluxo.

Primeiramente, procuramos avaliar se a lidocaina seria capaz de influenciar a
polarizacdo de macrofagos para um perfil M1 ou M2. Para tanto, utilizamos LPS para
polarizacdo de macrofagos para um perfil M1, e IL-4 para polarizacdo de macrdfagos para um
perfil M2. Sabe-se que a capacidade dos macrofagos derivados da medula Gssea em
diferenciar para subtipos M1 e M2 esta associada a secrecdo aumentada de TNF-a e IL-1
para M1, e CCL22/MDC para M2 (107). De forma satisfatéria, a estimulacdo com LPS levou
ao aumento na producdo de TNF-a pelos macrofagos, enquanto que a estimulagdo por 1L-4
induziu um aumento na producdo de CCL22/MDC e CCL17/TARC nas células. O TNF-a,
como dito anteriormente, se destaca por ser um dos primeiros mediadores na fase inicial da
resposta inflamatéria, e é produzido em grande escala por macrofagos alveolares estimulados
por silica. A quimiocina CCL22/MDC é descrita como um potente quimioatraente de
mondcitos e linfocitos Th2, e tem seus niveis aumentados em modelos de inflamacdo e fibrose
pulmonar (108)(109). A quimiocina CCL17, juntamente com a CCL22/MDC, é importante
para o recrutamento de linfocitos e macrofagos, e ja foi descrito na literatura por ter um
importante papel para o desenvolvimento da fibrose pulmonar (110). O tratamento com
lidocaina, antes do estimulo com LPS, inibiu a producéo de TNF-a, enquanto que foi ineficaz
em inibir a producéo elevada de CCL22/MDC e CCL17/TARC em macréfagos estimulados
com IL-4. Esses resultados sugerem que a lidocaina foi capaz de inibir a polarizagcdo de
macrofagos para um perfil M1, sem afetar a polarizacdo para um perfil M2. Ademais, a
lidocaina foi capaz de exercer sua acgdo inibitéria sem afetar a viabilidade celular dos

macrofagos.
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Na sequéncia, utilizando um outro protocolo experimental, buscamos investigar se a
lidocaina seria capaz de inibir a ativacdo de macréfagos j& polarizados para os perfis M1 e
M2. Utilizamos para tanto um segundo protocolo de polarizacdo, no qual estimulamos as
células com IFN-y para fenotipo M1 ¢ IL-4 para fenétipo M2, e apds 24 horas estimulamos as
células com LPS para induzir a producéo de citocinas. De forma surpreendente a lidocaina foi
capaz de inibir a producdo de IL-1B de macréfagos M1, sem alterar a produgdo de
CCL22/MDC de macrofagos M2. A lidocaina foi capaz de suprimir a ativacdo dos
macrdfagos sem afetar a viabilidade das células.

Esses achados sugerem que a lidocaina foi capaz de atuar seletivamente sobre subtipos
diferentes de macrofago, preferencialmente suprimindo macrofagos com perfil pro-
inflamatdério. O mecanismo pelo qual a lidocaina poderia estar inibindo a ativacdo dos
macrofagos pode estar atrelado a uma inibicdo seletiva de vias de transcricdo distintas, que
contribuem preferencialmente para producdo de citocinas pré e anti-inflamatérias em
macrofagos.

Os macrofagos com uma ativacdo “alternativa” ou de perfil M2 sdo considerados
cruciais no remodelamento tecidual e fibrose, contribuindo com a producéo de uma série de
mediadores pro-fibroticos (66). Seria um tanto surpreendente ver que ao ndo suprimir a
polarizagdo de macréfagos M2, a lidocaina estaria contribuindo para uma reducéo na fibrose
pulmonar. Entretanto, é importante notar que a inibicdo de macr6fagos M1 no inicio da
inflamacéo e, a promocdo do perfil M2, pode de fato contribuir para uma promocdo da
resolucdo antecipada da resposta inflamatoria. E apesar do perfil de macréfago M2 estar quase
sempre associado a promogdo da fibrose, um estudo mostrou que macréfagos M2 ndo sdo
necessarios para o desenvolvimento de uma resposta Th2 e fibrose, e de modo surpreendente
foi capaz de inibir ambas as respostas em um modelo murino de esquistossomose (111). No
caso da silicose, ainda € necessario saber qual a real contribuicdo de cada subtipo de

macrofago no desenvolvimento da resposta fibrotica.
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6.0 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com lidocaina, na fase aguda da
silicose, foi capaz de limitar o desenvolvimento de uma resposta fibrotica 7 dias e 28 dias
apos provocacdo com silica, inibindo efetivamente o conjunto de alteragcbes morfoldgicas e
funcionais caracteristicos do quadro silicotico. Entretanto, a lidocaina ndo se mostrou eficaz
em uma fase crénica da silicose. Os mecanismos pelos quais a lidocaina parece suprimir as
respostas inflamatoria e fibrética parecem estar, pelo menos em parte, associados ao blogueio
do recrutamento e/ou ativacdo de macrofagos M1, de perfil pro-inflamatérios, presentes na
fase inicial da doenca. No entanto, parece pouco provavel que o tratamento com lidocaina
pudesse trazer beneficio clinico para pacientes com silicose pré-instalada, uma vez que nada
foi revertido no quadro fisiopatoldgico da silicose quando de sua administracdo apds o

processo ter sido disparado.
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