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RESUMO

MARON-GUTIERREZ, Tatiana. Terapia com células mononucleares derivadas de
medula 6ssea em modelo murino de silicose. Rio de Janeiro, 2009. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Biolégicas — Fisiologia) Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

A silicose é uma doenca fibrosante do parénquima pulmonar causada por inalacao
de particulas de silica, sendo que, até o0 momento, ndo ha nenhuma terapia eficaz
disponivel. Este estudo visa a testar a hip6tese de que a terapia com células
mononucleares derivadas de medula éssea (CMMO) é importante na prevencao do
processo inflamatério e de fibrose pulmonar na silicose. Trinta e dois camundongos
fémeas C57BL/6 foram aleatoriamente divididos em 4 grupos (n=8/cada). Os
camundongos foram anestesiados com sevoflurano e receberam instilagdo
intratraqueal de salina (50 ul, C) ou suspensédo de silica (SiO2; 20 mg/50 pl de
solugédo salina, SIL). As células mononucleares derivadas de medula éssea foram
geradas a partir de camundongos doadores do sexo masculino. Uma hora apés a
instilagao de salina ou silica, as CMMO (2 x 10°) foram injetadas via jugular (C-Cell e
SIL-Cell, respectivamente). Apds quinze dias, a elastancia estatica do pulméo (Est,L)
e as pressdes necessarias para vencer 0os componentes resistivos (AP1,L) e
viscoelasticos (AP2,L) do pulmao foram mensurados. Os pulmdes foram fixados em
formol 10% tamponado, e corados com hematoxilina-eosina e Sirius red. A avaliagao
histolégica dos animais tratados com silica demonstrou edemas intersticial e
alveolar, e a presencga de granulomas com grande acumulo de células inflamatérias.
A Est,L (177%), AP1,L (150%), e AP2,L (177%), a quantidade de fibras colagenas
no parénquima pulmonar (152%) e no granuloma (65%) e o numero de macréfagos
ativados (141 %) foram maiores no grupo SIL em comparacao a C. A terapia com as
células mononucleares derivadas de medula éssea reduziu a fragdo de area do
granuloma, bem como evitou alteragdes no numero de macréfagos ativados, no
conteudo de fibras colagenas e na mecéanica pulmonar. No entanto, nado foi
constatada a presenca de células mononucleares derivadas de medula éssea no
parénquima pulmonar. Em conclusdo, as células mononucleares derivadas de
medula 6ssea atuaram no processo inflamatério e de fibrogénese levando a melhora
morfofuncional.
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ABSTRACT

MARON-GUTIERREZ, Tatiana. Bone marrow-derived mononuclear cell theraphy in a
murine model of silicosis. Rio de Janeiro, 2009. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Biologicas — Fisiologia) Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Silicosis is a chronic lung fibrotic disorder caused by prolonged inhalation of silica
particles with no available effective therapy. This study tests the hypothesis that bone
marrow derived mononuclear cell (BMMC) therapy is important in preventing lung
inflammation and fibrosis in silicosis. Thirty-two female C57BI/6 mice were randomly
divided into 4 groups (n=8/each). Mice were anesthetized with sevoflurane and
received intratracheal instillation of either saline (50 pl, C) or silica suspension (SiOy;
20 mg/50 plin saline, SIL). BMMC were generated from male donor mice. One hour
after saline or silica instillation, BMMC (2 x 10°) were intravenously injected (C-Cell
and SIL-Cell, respectively). At day fifteen, lung resistive (AP1,L) and viscoelastic
pressures (AP2,L) and static elastance (Est,L) were measured. Lungs were fixed in
10% formalin and stained with haematoxylin-eosin and Sirius red. Silica-stimulated
macrophages were counted (lectin histochemistry). Histological evaluation of silica-
treated mice demonstrated interstitial and alveolar edema, and granulomatous
nodules with great accumulations of inflammatory cells. Lung Est (177%), AP1
(150%), and AP2 (177%), the amount of collagen fibers in alveolar septa (152%) and
into the granuloma (65%) and the number of activated macrophages (141%) were
higher in SIL group compared to C. BMMC therapy reduced the size of granuloma as
well as avoided changes in the number of activated macrophages, collagen fiber
content and lung mechanics. Nevertheless, BMMC were not observed in lung
parenchyma. In conclusion, bone marrow derived mononuclear cells acted both in
inflammatory and fibrogenic processes leading to lung mechanical and morphological
improvement.
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I. INTRODUCAO

.1 — O Sistema Respiratorio

A funcdo basica do sistema respiratério € suprir o organismo com oxigénio
(O2) e dele remover o produto gasoso do metabolismo celular, isto é, o didxido de
carbono (CO,). Tal funcdo é executada de forma adequada quando existe um
estreito contato entre o gas alveolar e o capilar pulmonar. Nos seres humanos, a
superficie encarregada das trocas gasosas é de 70 a 100 m?> (WEST 1995), contida
no interior do térax, distribuida por aproximadamente 300 milhées de alvéolos
pulmonares. Para que as trocas gasosas entre o gas alveolar e o sangue se efetuem
adequadamente, a circulacdo pulmonar € muito rica, sendo de apenas 0,5
micrdmetro a espessura entre o tecido a separar o gas alveolar e o sangue (ZIN &
ROCCO 1999). Esta estrutura extremamente adaptada € denominada membrana
alvéolo-capilar (WEST & MATHIEU-COSTELLO 1999).

A membrana alvéolo-capilar pode ser representada por uma camada
endotelial vascular separada do epitélio alveolar por um espaco intersticial
extremamente fino onde se depositam os componentes da matriz extracelular
(WARE & MATTHAY 2000). A barreira epitelial € formada por dois tipos celulares
denominados pneumdcitos tipos | e Il. Os pneumécitos tipo | sdo células achatadas,
extremamente finas, que totalizam aproximadamente 90% do epitélio alveolar e
estado facilmente sujeitos a lesdo. Estas caracteristicas estruturais fazem com que a
espessura para difusdo na troca gasosa que ocorre através da interface gas-sangue
seja a menor possivel. Os pneumdcitos tipo Il, mais resistentes, sdo células
cuboidais com microvilos na superficie apical que compdem os 10% restantes do
epitélio alveolar. Essas células sdo especializadas na sintese e secrecao do

surfactante alveolar, uma substancia tenso-ativa que € armazenada nos corpos



lamelares e tem a funcdo de manter os alvéolos abertos. A interacdo entre esses
dois tipos celulares constitui a principal barreira a passagem de fluidos (agua e ions)
para o interior do espaco alveolar. A perda da integridade da barreira epitelial
alveolar é um fator inerente para o aumento da permeabilidade acarretando o influxo
de exudato que, em Uultima andlise, contribuira para a reducado da troca gasosa
(CARDEN e cols 1998).

Além de exercer importante papel na conducdo do ar ambiente para os
alvéolos, o epitélio pulmonar é fundamental para proteger o organismo contra
antigenos e particulas inaladas advindas do meio externo. As células secretorias e
as células ciliares funcionando de maneira adequada e em conjunto, permitem a
formagédo de um eficiente sistema de clearance mucociliar (KNIGHT & HOLGATE
2003) responsavel pela remocao de tais antigenos e particulas do ambiente
pulmonar. Uma vez inaladas, as particulas depositam-se principalmente nos
bronquiolos respiratérios e alvéolos. Se o clearance mucociliar nao for capaz de
remover as particulas, elas acabam por induzir um processo inflamatorio,
caracterizado inicialmente como uma alveolite, podendo evoluir para a fase de
fibrose (TERRA FILHO & SANTOS 2006).

O espaco intercelular compreendido entre as barreiras endotelial vascular e
epitelial alveolar é preenchido pela matriz extracelular (MEC). A matriz extracelular
pode ser definida como uma rede de macromoléculas sintetizadas e secretadas
localmente por células do tecido conjuntivo. Sua principal funcdo consiste em
fornecer suporte e manutencao estrutural ao tecido (RAGHOW 1994). Ademais, a
matriz extracelular é capaz de influenciar processos biol6gicos como morfogénese,
migracao e diferenciacao celulares. Sua composicao esta relacionada ao tipo celular

que a sintetiza, ao estado metabdlico e de diferenciacdo. As macromoléculas que



compreendem a matriz extracelular podem ser agrupadas em trés classes
funcionais: (1) proteinas fibrosas como o colageno e a elastina, (2) proteinas
estruturais como a fibronectina e a laminina e (3) proteoglicanos (PELOSI e cols
2007). Cada componente da matriz esta perfeitamente organizado para as
necessidades individuais das células num determinado 6rgdo, permitindo a
manutencao da homeostase, a diferenciagao de cada estagio do desenvolvimento e
adaptacoes frente a novos estimulos.

Apesar de particularidades funcionais e estruturais, os diversos tipos de
colageno tém estrutura quimica e organizacional semelhantes. A molécula de
colageno resulta da associacao de trés cadeias alfas polipeptidicas em tripla hélice
formando homo ou heterotrimeros. Os fibroblastos sdo as principais células
produtoras de colageno nos pulmées. As diferentes cadeias sao sintetizadas no
reticulo endoplasmatico rugoso, sob a forma de um polipeptideo conhecido como
pré-colageno. Estas moléculas se associam de modo complexo, constituindo fibrilas
e fibras. As diferencas nos tipos de colageno residem na composicao primaria de
suas moléculas, no tipo de agregacao extracelular e na capacidade de formarem ou
nao estruturas fibrilares. Dependendo dos tipos de cadeias alfa que os compdem, os
colagenos sao designados como de tipos I, Il, lll, IV, V, VI, etc. O colageno tipo I
forma fibrilas que corresponde as fibras reticulares e, quase sempre, aparece co-
distribuido com o colageno tipo |, presente em tecidos que necessitam de um
arcabouco estrutural maleavel, como os pulmées (PELOSI e cols 2007). Durante os
processos de reparo e na fibrose em geral, o colageno Ill € o primeiro a ser
depositado, sendo posteriormente substituido pelo colageno tipo | (SANTOS e cols

2006).



Em determinadas situagdes o desequilibrio entre a sintese e a degradacéao
resulta na deposicao ou retirada excessivas das macromoléculas que compdéem a
matriz extracelular. Os fenédmenos que envolvem o remodelamento da matriz
extracelular necessitam de enzimas especificas para iniciar a degradacdo da matriz
como as metaloproteinases (MMPs). A atividade enzimatica da matriz extracelular é
regulada pelo balanco entre as MMPs e seus inibidores especificos, como por
exemplo, os inibidores das metaloproteinases teciduais (TIMP) (SHAPIRO &
SENIOR 1999). A perda do equilibrio entre a expressao das MMPs e seus inibidores
pode acarretar lesdo tecidual (p.ex. doencas inflamatérias). O restabelecimento
funcional de um tecido conjuntivo funcional torna-se o principal objetivo no processo
de reparo que ira ocorrer através da deposi¢cdo de macromoléculas fibrosas e nao
fiborosas da matriz extracelular bem como seu remodelamento pelas

metaloproteinases (PARKS 2003).

.2 — Silicose

A silicose € uma doenca fibrosante do parénquima pulmonar causada por
inalacdo de particulas de silica (SiO, — didxido de silicio), um dos minerais mais
abundantes na Terra (GARN e cols 2000, O'REILLY e cols 2005, DAVIS e cols
2006). A silica é frequentemente encontrada na poeira formada durante o
processamento de minerais ou materiais rochosos quando cortados, perfurados,
triturados ou escavados (RAYMOND & WINTERMEYER 2006).

A particula de silica pertence a um grupo muito comum de minerais e pode se
apresentar na forma nao cristalina (amorfa) ou na forma cristalina (RAYMOND &
WINTERMEYER 2006). Embora a silica amorfa seja biologicamente menos ativa

que a silica cristalina, grandes quantidades desse material também podem levar a



lesdo pulmonar. Entretanto, a forma cristalina da silica apresenta maior importancia
na patogénese da silicose (RAYMOND & WINTERMEYER 2006, GREENBERG e
cols 2007).

A superficie da particula de silica tem importdncia fundamental na
patogenicidade da doenca. As particulas recém-fraturadas sdo mais toxicas aos
macréfagos alveolares do que particulas mais antigas (VALLYATHAN e cols 1988),
provavelmente, por haver um aumento no potencial de gerar radicais livres de
oxigénio (GREENBERG e cols 2007). As particulas recém-fraturadas sao as
principais responsaveis pelo desenvolvimento de silicose pulmonar em
trabalhadores.

A silicose pulmonar é, provavelmente, a doenga ocupacional mais antiga
dentro do grupo das pneumoconioses, sendo inicialmente descrita por Hipocrates,
que observou dificuldade respiratéria em mineradores (ABU-SHAMS e cols 2005).
Medidas de higiene industrial que controlam a concentracdo de particulas de poeira
carregadas pelo ar obtiveram sucesso na reducao da prevaléncia e da gravidade da
silicose em muitas industrias, entretanto, a silicose ainda permanece como um
problema de saude em todo o mundo, apresentando alta incidéncia e prevaléncia
nos paises em desenvolvimento (13 a 31% - Africa do Sul; 22 a 55% - india) (ABU-
SHAMS e cols 2005, RAYMOND & WINTERMEYER 2006) e, mesmo em paises
desenvolvidos, a exposicao a particulas de silica permanece elevada (SANDERSON
e cols 2000). No Brasil, a silicose esta em primeiro lugar na prevaléncia das
pneumoconioses (DE CAPITANI 2006) devido a inumeros oficios que expéem os
trabalhadores a um contato direto com a silica, como por exemplo: extracdo e
beneficiamento de rochas como o granito e pedras em geral, mineracao de ouro,

arsénico, estanho e pedras preciosas, perfuracdo de pog¢os, industrias ceramicas, de



materiais de construcdo, de borracha, fabricacdo de vidro e de fertilizantes (rocha
fosfatica), em fundicbes e na producao de talco (comumente contaminado com
silica), operagdo e jateamento de areia, polimento de metais e minerais com
abrasivos contendo silica, e em atividades de manutencao de limpeza de fornos,
moinhos e filtros. Nos Ultimos anos, tem-se descritos novos casos de silicose em
técnicos de laboratérios dentéarios, devido a utilizacao de certos materiais que podem
gerar poeira de silica cristalina (ABU-SHAMS e cols 2005, TERRA FILHO &
SANTOS 2006). Holanda e colaboradores encontraram uma prevaléncia de silicose
de 27% em cavadores de pocos no Ceara, sendo que esse indicador pode ser
inferior em atividades profissionais que acarretem menor exposicdao (HOLANDA e
cols 1995).

A silicose é a principal causa de invalidez entre as doencas respiratérias
ocupacionais (TERRA FILHO & SANTOS 2006). De acordo com o Ministério da
Saude, o numero aproximado de trabalhadores potencialmente expostos a poeiras
contendo silica no pais é superior a seis milhdes, sendo cerca de quatro milhdes na
construgédo civil, 500 mil em mineracdo e garimpo e acima de dois milhdes em
industrias de transformacao de minerais, metalurgia, industria quimica, de borracha,
ceramicas e vidros (DE MESQUITA JUNIOR e cols 2006).

Existem trés formas de apresentacado clinica da silicose, que dependem da
intensidade e da duracdo de exposicao as particulas de silica (ABU-SHAMS e cols
2005). A forma aguda ocorre geralmente apds meses ou poucos anos de exposicao
elevada a particulas de silica. Normalmente, ocorre rapida evolugéo para o 6bito. A
forma acelerada ocorre geralmente apés um periodo de exposicdo de dez anos

(TERRA FILHO & SANTOS 2006). A forma crénica, que é a mais comum, costuma



aparecer depois de muitos anos de exposicdo de baixa intensidade a particulas de
silica cristalina (COWIE 1998, MEIRELLES e cols 2006).

Além da silicose, exposicoes crbnicas a poeira de silica cristalina podem
aumentar o risco de doenga pulmonar obstrutiva crénica (HNIZDO & VALLYATHAN
2003), enfisema (HNIZDO e cols 1991) e tuberculose pulmonar (HNIZDO &

MURRAY 1998), independentemente da presenca ou nao de silicose.

l.2-1 — Fisiopatologia

As alteracdes patolégicas sao representadas pela presenca de granulomas
(SCABILLONI € cols 2005) ou nédulos inflamatérios de células mononucleares nos
locais onde as particulas se acumulam (BORGES e cols 2002, SRIVASTAVA e cols
2002, O'REILLY e cols 2005), e acometem inicialmente as regides peribronquiolares
(MEIRELLES e cols 2006), com infiltracdo de células no parénquima pulmonar,
seguida de ativacdo e proliferacdo de células residentes. Com o tempo, ocorre
proliferacdo localizada e progressiva de fibroblastos e deposicdo de grande
quantidade de colageno. O colageno central torna-se concéntrico e as células
inflamatérias periféricas diminuem (MOSSMAN & CHURG 1998). Com a evolugao
da doenca, os noOdulos coalescem e colapsam uns aos outros, destruindo
progressivamente o tecido pulmonar adjacente (DAVIS e cols 1999).

O remodelamento € um evento no qual a matriz extracelular é reciclada
(SCABILLONI e cols 2005). Diversas células pulmonares, em particular fibroblastos,
produzem novos componentes da matriz extracelular para a sua reconstrucao
(SCABILLONI e cols 2005). Durante o processo fibrogénico ocorre perda do
equilibrio entre a sintese e degradacao da matriz extracelular. H4 um aumento na

degradacao da matriz extracelular danificada e sintese excessiva de colageno para



o reparo do tecido (SCABILLONI e cols 2005). As metaloproteinases da matriz
(MMPs) participam de forma significativa no remodelamento tecidual, sendo
predominantemente expressas em macrofagos alveolares. As MMPs sao enzimas
zinco-dependentes, que degradam os maiores componentes da matriz extracelular.
Sao responsaveis pela degradagao do tecido conjuntivo em nddulos fibréticos e das
paredes alveolares, e tém sua expressdao aumentada durante as fases iniciais de
exposicao a particulas de silica (SCABILLONI e cols 2005). As cisteino-proteases
lisossomais, conhecidas por sua atividade de degradacdao de colageno, também
parecem ter um papel no desenvolvimento da fibrose pulmonar (VAN DEN BRULE e
cols 2005, PERDEREAU e cols 2006).

As particulas de silica sao fagocitadas por macréfagos alveolares, que sao
ativados e danificados (O'REILLY e cols 2005), causando uma resposta inflamatoria
local (RAO e cols 2004). A particula de silica & capaz de induzir a producao de
espécies reativas de oxigénio pelo macrofago (HAMILTON e cols 2007) (Figura 1),
podendo resultar na ativacdo de fatores de transcricdo que levam a expressao de
genes e proteinas especificas que podem levar a lesao celular (GREENBERG e cols
2007). Nesse contexto, o o6xido nitrico (NO) participa da inflamagcdo e fibrose
pulmonar induzida por particulas de silica, podendo estimular a oxidagéo de lipidios
induzida por espécies reativas de oxigénio (PORTER e cols 2006). Os macréfagos
alveolares ndao sdo as Uunicas fontes de 6éxido nitrico no pulmao, leucdcitos
polimorfonucleares também produzem éxido nitrico, e células epiteliais tipo Il sao

positivas para a 6xido nitrico-sintase induzivel (INOS) (PORTER e cols 2006).



MWPs
Les3o
tecidual;
Dano celular
IL-1B
TNF-o.
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Colageno

Figura 1 — Representacao esquematica da fisiopatologia da silicose.

Note a endocitose da particula de silica pelo macrofago, com conseqliente liberagcdo de
metaloproteinases (MMPs), espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (HO.: hidoxila; H202:
peréxido de hidrogénio; NO.: 6xido nitrico; O2.: superéxido), e fator transformador de crescimento
(TGF)- B, interleucina (IL)-1B e fator de necrose tumoral (TNF)-a, que estdo relacionados com a
ativagdo do fator nuclear (NF)-xB. IL-1B, TNF-a e TGF-B estdo envolvidos no processo de fibrose
pulmonar. O macréfago também pode entrar em apoptose. Os linfocitos T podem liberar IL-4 e IL-13,
que atuam na ativacao e proliferacao de fibroblastos, contribuindo também para a fibrose pulmonar. O
interferon (IFN)-y inibe a proliferacdo de fibroblastos e antagoniza a atividade fibrogénica (MARON-
GUTIERREZ e cols 2008).
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As células epiteliais tipo | podem sofrer lesdo, ocorrendo aumento da ativagéao
de macréfagos e inducao de proliferacao de células epiteliais tipo Il (TERRA FILHO
& SANTOS 2006). Eventos iniciais na silicose levam a liberagao de citocinas (Figura
1). Os fatores de crescimento derivados de macrofagos, fator de crescimento
derivado da plaqueta (PDGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)-1 e
fator transformador de crescimento (TGF), sdo importantes nas doencas induzidas
por particulas inorganicas (SRIVASTAVA e cols 2002). Macréfagos ativados liberam
citocinas pro-inflamatérias e mediadores citotoxicos como o perdxido de hidrogénio,
oxido nitrico, fator de necrose tumoral (TNF)-a e interleucina (IL)-1p (SRIVASTAVA
e cols 2002) (Figura 1). O TNF-a e IL-1p sdo mediadores envolvidos no inicio e
progressao da inflamacéo pulmonar, assim como na subsequente fibrose pulmonar
(BARBARIN e cols 2004). Nesse contexto, fibroblastos, especialmente
miofibroblastos, quando em sua forma ativada, estdo envolvidos na patogénese da
fibrose (CHEN e cols 2005, O'REILLY e cols 2005), com proliferacdo e conseqtiente
acumulo de colageno (DAVIS e cols 2006).

Em adicdo a inducdo de liberagdo de citocinas, a silica também induz
apoptose nos macréfagos alveolares (SRIVASTAVA e cols 2002) (Figura 1). Os
macréfagos alveolares participam da resposta celular inicial interagindo com
particulas de silica (MIGLIACCIO e cols 2007). Ademais, os macrofagos também
estao relacionados a perpetuacao do processo inflamatério em um ciclo vicioso: ao
fagocitarem a particula de silica eles sofrem apoptose e liberam a silica fagocitada
no ambiente pulmonar, quando entdo outro macréfago pode fagocitar o mesmo grao
de silica e perpetuar o processo (SRIVASTAVA e cols 2002).

O processo fibrotico parece resultar de uma interacdo complexa entre

fibroblastos e macréfagos. Os fibroblastos ao migrarem para a area de lesdo séao
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estimulados a secretar colageno e outras proteinas da matriz extracelular (MEC).
Inicialmente, ha deposicdo de colageno tipo lll, que é mais flexivel e suscetivel a
quebra; porém, mais tardiamente, essas fibras sdo remodeladas, transformando-se
em fibras de colageno tipo |, tornando o pulmao mais rigido (ROCCO e cols 2004).
Quando ativados, os fibroblastos sdo capazes de produzir diversos mediadores
inflamatérios, incluindo IL- 8, IL-6, ciclooxigenase (COX) -2 e TGF-B (O'REILLY e
cols 2005).

Alguns mediadores, como citocinas e fatores de crescimento pro-inflamatérios
produzidos em excesso (TNF-a, IL-1 e TGF-B por exemplo), podem estimular a
atividade de fibroblastos induzindo a fibrose pulmonar, podendo ser utilizados como
alvos terapéuticos (FUJIMURA 2000, GREENBERG e cols 2007). No entanto, Chen
e colaboradores descreveram que seria o desequilibrio entre fatores inflamatorios e
antiinflamatérios o responsavel pelo reparo mal feito e danos teciduais croénicos
(CHEN e cols 2005). Destarte, haveria recrutamento de leucécitos, ativacdo e
proliferacdo de fibroblastos, assim como deposicio de MEC durante o
desenvolvimento e extensao da fibrose pulmonar (BARBARIN e cols 2005a).

O aumento da expressdo de citocinas inflamatérias relacionadas ao fator
nuclear (NF)-xB, como a IL-1pB, participam da inflamacao pulmonar estimulando a
producdo de outras citocinas bem como a expressdao de moléculas de adesao.
Trabalhos recentes sugerem que o numero e o tamanho dos granulomas induzidos
pela silica estdo muito diminuidos em animais knockout para IL-1 (SRIVASTAVA e
cols 2002). Hubbard e colaboradores sugeriram que a modulacdo do fator de
transcricdo NF-xB, expresso em células epiteliais bronquiolares e em macréfagos
alveolares, pode ser critico no tratamento da fibrose pulmonar na silicose

(HUBBARD e cols 2002).
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O fator transformador de crescimento (TGF)-B e a IL-4 estdo envolvidos no
remodelamento da MEC e acumulo de colageno (CHEN e cols 2005). A presenca de
TGF-B, nos sitios onde ocorre uma alta producao de colageno, poderia reprimir nos
fibroblastos a expressao de catepsina K, uma cisteino-protease lisossomal, limitando
sua atividade antifibrotica (VAN DEN BRULE e cols 2005). Barbarin e colaboradores
(BARBARIN e cols 2005b) constataram em modelo murino de silicose, que a
superexpressao de IL-10 aumentou a expresséo de IL-4 e IL-3, que sao citocinas da
resposta imunolégica Th2; logo, os niveis elevados de IL-10 poderiam contribuir para
a progressao da fibrose.

Ainda existem controvérsias acerca da atividade do interferon (IFN)-y no
processo fisiopatolégico da silicose. O IFN-y é uma citocina linfocitaria com amplo
efeito biolégico e seu aumento em camundongos submetidos a silicose foi
inicialmente visto por Davis e colaboradores (DAVIS e cols 1999). Entretanto, mais
recentemente, Chen e colaboradores (CHEN e cols 2005) observaram acoes
potencialmente antifibréticas incluindo a inibicado da proliferacdo de fibroblastos e da
producdo de colageno. Segundo os autores (CHEN e cols 2005), animais com
silicose que foram tratados com IFN-y apresentaram diminuicdo nos niveis de IL-4 e
TGF-B1. Este fato pode ter acontecido porque o IFN-y estaria antagonizando a
atividade fibrogénica de IL-4 e TGF-Bf1, ou estaria agindo diretamente nos
fibroblastos diminuindo sua proliferacdo (CHEN e cols 2005).

A via de sinalizacado de FaslL induz apoptose nas células epiteliais alveolares
e macréfagos e sua desregulacado parece estar relacionada com o desenvolvimento
da silicose (BORGES e cols 2001, DOSREIS e cols 2004). Sendo assim, foi
demonstrado que a apoptose induzida pela silica tem efeito pré-inflamatério, uma

vez que a utilizacdo de um inibidor de caspase leva a diminuigdo no acumulo de
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neutroéfilos, bem como a diminuicdo do contedudo de colageno (BORGES e cols
2002), sugerindo uma importante participacdo da apoptose na inflamacao pulmonar.
Além disso, também foi demonstrado que camundongos deficientes para Fas ligante
(FasL) expostos a silica ndao desenvolvem a doenca e que os macréfagos
pulmonares nao entram em apoptose em resposta a silicose (BORGES e cols 2001).
Os resultados sugeriram que na silicose a expressdo de FasL é induzida apés a
lesdo causada pela silica, resultando na apoptose dos macréfagos (BORGES e cols
2001). Wang e colaboradores (WANG e cols 2005) observaram que a apoptose
induzida por silica ocorre através da via de sinalizagao da proteina p53, o que pode
ser um importante dado para o entendimento dos mecanismos moleculares pelos

quais a silica atua.

l.2-2 —Formas de manifestacao clinica e patologia

Existem trés formas de apresentacdo clinica da doenca: a) aguda; b)
acelerada e c) crénica. A aguda ocorre geralmente apds (meses ou poucos anos) a
exposicdo a grande quantidade de particulas de silica onde as mais ativas séo
aquelas de menor tamanho e recém-quebradas, como ocorre no jateamento de areia
e perfuracao de rochas. Na reacdo aguda habitualmente, ha rapida evolucao para o
6bito. E caracteristica a inflamagcao intersticial com presenca de fibrose. A presenca
de granulomas nem sempre € detectada nessa forma da doenca. (ABU-SHAMS e
cols 2005).

A forma acelerada da silicose geralmente se manifesta apéds cinco a dez anos
da exposicao inicial as particulas de silica e compreende o periodo entre as

manifestacbes aguda e crbnica da doenca. As alteragdes patolégicas séo
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representadas pela presenca de granulomas, semelhantes aos da forma crénica,
porém em estagios mais iniciais de desenvolvimento (GREENBERG e cols 2007).

A forma de silicose cronica é a forma de apresentagdo mais diagnosticada e,
geralmente, ocorre apds dez anos de exposi¢ao, sendo inicialmente assintomatica e
podendo evoluir com sintomas de dispnéia progressiva (GREENBERG e cols 2007).
A alteracao patoldgica tipica € o granuloma, caracterizado pela presenca de fibras
colagenas, com distribuicdo concéntrica envoltas por uma camada periférica
formada por infiltrado linfocitario e por macréfagos (DAVIS e cols 1999). Com a
progressdao da doenca, os nédulos podem coalescer formando conglomerados
maiores e, eventualmente, substituindo parte do parénquima pulmonar por fibrose

colagena.

I.2-3 — Diagnéstico

O diagnéstico da silicose é usualmente baseado na radriografia de térax, em
conjunto com histéria clinica e ocupacional, coerentes (TERRA FILHO & SANTOS
2006). Um inquérito rigoroso sobre profissdo, ramo industrial, atividades especificas
detalhadas, é essencial para a caracterizacdo da exposicao as particulas de silica.
Uma histéria ocupacional de exposicdo a silica livre, associada a anormalidades
radiograficas compativeis com a doenca ¢é suficiente para o diagnédstico
(GREENBERG e cols 2007).

A silicose, em sua fase inicial é praticamente assintomatica. Com a
progressdo da doencga, os sintomas predominantes sdao a dispnéia de esforco e
sensacao de fraqueza. Nas fases mais avancadas da silicose pode ocorrer
insuficiéncia respiratoria, com dispnéia aos minimos esforcos e até em repouso. A

presenca de sintomas precoces pode ser devida ao tabagismo ou outras doencas
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associadas, como silicotuberculose. A presenca de tosse e expectoracao é freqliente
e diversos estudos epidemiolégicos de grupos expostos a poeiras minerais mostram
uma maior prevaléncia de bronquite crénica (TERRA FILHO & SANTOS 2006).

A radiografia de térax é o exame mais importante, tanto para o diagndstico
quanto para o controle da evolucao da doenca. Deve obedecer as recomendacdes
da Organizagao Internacional do Trabalho (OIT) no que se refere a técnica de
realizacdo do exame e a leitura radiolégica de pneumoconioses. A silicose
caracteriza-se pela presenca de opacidades nodulares As lesbes tendem a serem
difusas, simétricas, e com predominio nos lobos superiores. Estes ndédulos, com o
passar dos anos, tendem a coalescéncia, com formacdo de grandes opacidades,
podendo estar acompanhadas de fibrose pulmonar (fibrose macica progressiva).
Pode também ser evidenciada calcificacao ganglionar, por vezes periférica, com
padrao de “casca de ovo". Este padrdao ndo € unicamente caracteristico da silicose,
podendo ser também observado em outras patologias (MEIRELLES e cols 2006). A
identificacdo de micronddulos, a presenca de coalescéncia de nédulos e a existéncia
de enfisema, que habitualmente ocorrem nas regides superiores e posteriores dos
pulmdes, sdao melhor visualizadas na tomografia computadorizada de térax de alta
resolucdo, quando comparada com a radiografia e a tomografia convencional.
Entretanto, seu emprego deve ser reservado como método de diagndstico
complementar nos casos duvidosos (DE CAPITANI 2006).

As provas de fungdo pulmonar sdo indispensaveis no estabelecimento de
disfungéo/incapacidade de pacientes com silicose, com o objetivo de identificar
trabalhadores que demonstrem perda de funcdo excessiva apresentando sintomas
respiratérios. Por outro lado, ndo tém aplicacdo no diagnéstico de silicose ou de

estadios precoces da silicose, uma vez que em sua fase inicial é praticamente
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assintomatica (GREENBERG e cols 2007). A espirometria, a difusdo do CO e o teste
de exercicio sdo os exames mais recomendados. Devido a grande variedade de
manifestagdes clinicas e patolégicas da silicose e a coexisténcia de diversos fatores,
¢ dificil estabelecer um padrao funcional que a caracterize. A funcdo pulmonar pode
estar dentro dos limites normais, ou apresentar um padrdo de obstrucdo associado
ou nao a restricao, ou de restricdo pura. Os estudos ndo demonstram correlacao
entre os achados radiolégicos e as alteracées da funcado pulmonar. Na silicose
nodular simples, geralmente a fungdo pulmonar é normal. Ja nas fases mais
avancadas da doenca pode existir alguma correlacdo entre esses dados
(GREENBERG e cols 2007).

A bidpsia pulmonar na silicose, excepcionalmente, podera ser indicada nos
casos em que a histéria ocupacional e a radiografia de térax ndo sejam capazes de
confirmar o diagnéstico, ou tenham resultados divergentes (MEIRELLES e cols

2006).

|.2-4 — Tratamento

A silicose nao dispde de um tratamento eficaz (BROWN e cols 2007). Dentre
os medicamentos utilizados na terapia da silicose podemos citar: a) glicocorticéides
e citrato de aluminio (KENNEDY 1956, SHARMA e cols 1991, GOODMAN e cols
1992, ABU-SHAMS e cols 2005), e b) técnicas de lavado broncoalveolar, a fim de
retirar as particulas de silica (BANKS e cols 1993). Outras terapias vém utilizando
inibidores de macro6fagos e anticorpos monoclonais contra a interleucina (IL)-10]
(CASTRANOVA e cols 1991, GREENBERG e cols 2007). O transplante pulmonar
também deve ser lembrado como um possivel tratamento em determinados casos

(TERRA FILHO & SANTOS 2006). Infelizmente, nenhuma das terapias propostas
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reduziu significantivamente a mortalidade associada a silicose (GREENBERG e cols
2007).

Como acontece em outros tipos de pneumoconioses, ainda nao se dispoe de
um tratamento eficaz. Entretanto, se o paciente apresentar, além da silicose, outras
doencas respiratérias, o tratamento é direcionado a estas (ABU-SHAMS e cols

2005).

|.2-5 — Estudos Experimentais

Um possivel tratamento para a silicose seria utilizar os mastécitos como alvo
terapéutico. Ao longo do processo de fibrose pulmonar induzida por particulas de
silica, os mastocitos parecem ter um papel importante no recrutamento de células
inflamatérias e conseqliente desenvolvimento da fibrose. Brown e colaboradores
demonstraram que particulas de silica ativam mastocitos e levam a producao de
mediadores inflamatorios e pré-fibréticos (BROWN e cols 2007).

Nao existe nenhuma terapia efetiva para reverter ou retardar o curso da
doenca fibrotica (RAYMOND & WINTERMEYER 2006). Entretanto, estudos tém
demonstrado que células-tronco derivadas de medula éssea podem modular a
inflamacdo pulmonar e participar do processo de reparo do tecido pulmonar
(KRAUSE e cols 2001, ORTIZ e cols 2003, ISHIZAWA e cols 2004, ORTIZ e cols
2007), levantando a possibilidade de que terapias celulares possam ser
desenvolvidas para uma efetiva intervencdo nas doencas pulmonares, inclusive no

caso da silicose (LASSANCE e cols 2006).
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|.2-6 — Estudos Clinicos

Varios estudos descreveram o papel do corticosterdide na terapia da silicose
(SHARMA e cols 1991, GOODMAN e cols 1992). Nesse contexto, Hoshi e
colaboradores (HOSHI e cols 2006) trataram um paciente portardor de silico-
abestose com esterdide [metilprednisolona, (250 mg/dia durante trés dias), seguida
da manutencdo com prednisolona] e constataram melhora nas opacidades na
radiografia de torax.

O efeito terapéutico da tetrandrina, um alcal6ide derivado da planta Stephania
tetrandra com propriedades antioxidantes, antifibrogénicas, anti-inflamatérias e
imunomoduladoras (LAl 2002, XIE e cols 2002), na silicose foi primeiramente
relatado em 1977 e, nas Ultimas décadas, vem sendo utilizado amplamente na
China. A associacdo da tetrandrina a drogas anti-fibréticas mostrou inibicado do
processo de formacao de fibrose e melhora dos sintomas clinicos (XIE e cols 2002).
A tetrandrina parece atuar das seguintes formas: 1) prevenindo a ativacdo de
macréfagos alveolares induzido pela instilacao intratraqueal de silica, 2) inibindo a
capacidade das particulas de estimularem a liberacdo de espécies reativas de
oxigénio pelos macrofagos e 3) bloqueando a ativacao de NF-kB e sua consequiente
expressao génica (XIE e cols 2002).

Similarmente ao observado em estudos experimentais, 0s niveis séricos de
FasL em pacientes silicoticos eram mais elevados do que em pacientes higidos
(TOMOKUNI e cols 1999, YAMAZAKI e cols 2007), sugerindo que a modulagao
dessa via de sinalizacado poderia ser utilizada como um possivel alvo terapéutico.

Analises imunoldgicas podem levar ao desenvolvimento de novas terapias.
Nesse contexto, alguns marcadores bioldgicos tém sido identificados (GULUMIAN e

cols 2006): 1) proteinas de células de Clara (CC16) (WANG e cols 2007), 2) fator de
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necrose tumoral (TNF)-a, 3) interleucinas, 4) espécies reativas de oxigénio, dentre
outros. Mais estudos sao necesséarios para validar o uso de substancias que
interferem na modulacéo dos alvos acima relacionados.

Estudos demonstraram que nem todos os individuos expostos as particulas
de silica desenvolvem a doenca da mesma maneira, sugerindo uma predisposicao
genética (STANILOVA e cols 2007, 2008). Um entendimento da variabilidade
genética e da interagédo entre genética e fatores ambientais é crucial na identificagéo
de individuos com alto risco e na prevencao e tratamento.

Ainda nao existe uma forma de tratamento eficaz para a silicose que, ao longo
do tempo, mostra altas taxas de mortalidade e/ou incapacitacéo para o trabalho. No
atual contexto, é fundamental que mais estudos experimentais e clinicos sejam
realizados com o intuito de entender melhor a fisiopatologia da silicose, bem como

programar um novo e efetivo tratamento no combate dessa doenca.

.3 — Células-Tronco

As células-tronco sao células indiferenciadas com capacidade de se auto-
replicar (gerar copias idénticas de si mesma) e se diferenciar em diversas células do
organismo (WEISSMAN 2000, WEISS e cols 2008). Quanto ao potencial de
diferenciacao celular, podem ser classificadas como: 1) totipotentes, 2) pluripotentes,
3) multipotentes e 4) unipotentes (MAJKA e cols 2005, VAN HAAFTEN & THEBAUD
2006) (Tabela 1).

As células totipotentes e pluripotentes sdo aquelas capazes de se diferenciar
em todos os tecidos que formam o corpo humano. Elas apresentam alta capacidade
de proliferacdo e sao encontradas essencialmente no embrido. As células

totipotentes sdo encontradas nas primeiras fases de divisao embrionaria (3 ou 4 dias
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de vida), quando o embrido possui de 16 a 32 células, enquanto as pluripotentes sédo
encontradas apdés essa fase. Outra diferenca entre as células totipotentes e
pluripotentes reside na capacidade das totipotentes em dar origem também a

placenta e anexos embrionarios.

Tabela 1 — Classificagdo em relag@o ao potencial de diferenciacao celular.

Termo

Definicao

Exemplo

Totipotente

Capaz de gerar todos os
tipos de células
diferenciadas do
organismo e as células

da placenta.

Ovacito fertilizado,

zigoto.

Pluripotente

Capaz de dar origem a
células provenientes dos
trés folhetos
embrionarios:
endoderma, mesoderma

e ectoderma.

Células-tronco

embrionarias.

Multipotente Capaz de dar origem Células-tronco
apenas aos tipos mesenquimais, células-
celulares do préprio tronco hematopoiéticas.
tecido onde residem

Unipotente Capaz de gerar apenas Pneumdcitos tipo Il que

um tipo celular.

podem gerar

pneumacitos tipo .
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Neste contexo, alguns estudos (KOTTON e cols 2001, KRAUSE e cols 2001,
BONNET 2003, ORTIZ e cols 2003, ANJOS-AFONSO e cols 2004, HASHIMOTO e
cols 2004, ISHIZAWA e cols 2004, YAMADA e cols 2004, MACPHERSON e cols
2005, ROJAS e cols 2005) tém demonstrado certo grau de plasticidade das células-
tronco adultas derivadas de medula 6ssea, com uma aparente capacidade de

diferenciacao, adotando fenoétipos funcionais de outros tecidos.

|.3-1 — Células-Tronco Embrionarias

Quatro a cinco dias ap6s a fecundacao forma-se o blastocisto, que é
composto pelo trofoblasto e pelas células da massa interna, as chamadas células-
tronco embrionarias. Tais células sao pluripotentes e apresentam alta capacidade de
proliferacao (WEISS e cols 2008). As células embrionarias sdo capazes de dar
origem a células provenientes dos trés folhetos embrionarios: endoderma,
mesoderma e ectoderma (GRIFFITHS e cols 2005). As células-tronco embrionérias
tém sido descritas como uma potencial terapia para algumas doencas incuraveis,
tais como: doencas de Parkinson, doencas neurodegenerativas, e infarto do
miocardio (WU e cols 2007).

Nesse contexto, Rippon e colaboradores (RIPPON e cols 2006)
demonstraram que as células-tronco embrionarias em meio especifico de cultura
podem dar origem a células progenitoras pulmonares e relataram inumeras
vantagens: (1) melhor integracdo das células com o tecido do receptor, (2)
capacidade de divisdo apds a implantagdo, minimizando o numero de células que
precisam ser transplantadas, e (3) capacidade de gerar um ou mais tipos de células
somaticas adultas, podendo dar origem a pneumdécitos tipo I, Il e células de Clara

(RIPPON e cols 2006). Apesar de seu enorme potencial terapéutico, questdes de
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seguranca relacionadas a possibilidade das células-tronco embrionarias formarem
tumores in vivo, e a ocorréncia de instabilidades cromossdmicas limitam o seu uso
(CARPENTER e cols 2004). Além disso, atualmente, as células-tronco embrionarias
sao alvos de controvérsias em relacdo as questbes éticas. Outra importante
limitacdo esta relacionada ao risco de rejeicao apods transplante alogénico de
células-tronco embrionarias (FAIRCHILD e cols 2007, ROBERTSON e cols 2007),

sendo necessario o uso de terapia imunossupressora (SWIJNENBURG e cols 2008).

|.3-2 — Células-Tronco Adultas

As células-tronco adultas sdo aquelas isoladas de tecidos adultos, incluindo
medula éssea, tecido adiposo, tecido nervoso, corddao umbilical e placenta, que
possuem capacidade de auto-renovacao (ALIOTTA e cols 2005). Em geral, as
células-tronco adultas sao multipotentes, isto é, capazes de dar origem a uma
pequena quantidade de linhagens celulares especificas de acordo com o sitio
tecidual onde se encontram. Algumas populag¢des de células-tronco adultas, como
as células-tronco mesenquimais derivadas de medula 6ssea, possuem um maior
potencial de diferenciacdo que nao se limita a apenas ao tecido de onde é originada
(WEISS e cols 2008). As células-tronco adultas também podem ser unipotentes,

gerando apenas um tipo celular no tecido onde residem.

1.3-3 — Células-Tronco de Medula Ossea

A medula éssea é fonte de duas populagdes distintas de células-tronco: as
células-tronco hematopoiéticas (HSC), responsaveis pelo desenvolvimento de
linhagens de células sanguineas, incluindo leucécitos, hemacias e plaquetas

(GROVE e cols 2004) e as células-tronco mesenquimais (MSC) que podem dar
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origem a osteoblastos, condrécitos, adipocitos (PROCKOP 1997, PITTENGER e cols
1999), musculo esquelético (FERRARI e cols 1998), musculo cardiaco, células
endoteliais, hepatécitos, neurdnios, oligodendrécitos e astrocitos (PROCKOP 1997,
PITTENGER e cols 1999, JIANG e cols 2002).

As células-tronco hematopoiéticas (HSC) sdo as células-tronco adultas
melhor caracterizadas e descritas na literatura. As HSC sao células multipotentes,
com capacidade de proliferacdo, auto-renovacao e diferenciacdo em uma variedade
de linhagens mieléide e linféide, especializadas, sendo responsaveis pela
manutencdo da hematopoiese (GRIFFITHS e cols 2005). As HSC apresentam
proteinas de membranas especificas, tornando sua seleg¢ao facilitada; no entanto,
estas proteinas se diferem de acordo com a espécie utilizada, ou seja, existem
diferencas entre espécies como camundongos, ratos e humanos. Marcadores de
membrana como conjunto de diferenciacéo (CD): CD34 e CD45 séao freqlientemente
utilizados para selecionar células-tronco hematopoiéticas. Por outro lado, a falta de
tais marcadores € um dos critérios necessarios para a selecdo de células-tronco
mesenquimais. Além disso, as HSC normalmente ndo apresentam capacidade de
aderéncia em plastico de cultura (DOMINICI e cols 2006).

As células-tronco mesenquimais ou células-tronco estromais auxiliam as HSC
e sua progénie, ou seja, elas influenciam na modulagdo da quiescéncia, na auto-
renovagcdo e no comprometimento das células-tronco hematopoiéticas com
determinada linhagem celular. Ademais, influenciam a proliferacdo, maturacéo e
apoptose de tais células maduras (DENNIS & CHARBORD 2002). As MSC também
contribuem para a regeneragcado de tecidos mesenquimais como 0sso, musculo,
tendao, ligamento, adipocitos e estroma (PITTENGER e cols 1999, DEANS &

MOSELEY 2000). As MSC foram isoladas, inicialmente, por Friedenstein e
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colaboradores (FRIEDENSTEIN e cols 1974) e, subsegientemente, por outros
investigadores, entre eles Pittinger e colaboradores (PITTENGER e cols 1999), que
se basearam na capacidade dessas células em aderir a superficie de cultivo
(plastico) e em seu grande potencial de diferenciacdo. As MSC séo capazes de se
diferenciarem in vitro em diversas linhagens celulares, incluindo osteoblastos,
condrocitos, adipécitos (PROCKOP 1997, PITTENGER e cols 1999), musculo
esquelético, musculo cardiaco, células endoteliais (ORLIC e cols 2003), hepatdcitos
(CHEN e cols 2007). A caracterizagao das células-tronco mesenquimais de medula
0ssea, ainda vem sendo bastante discutida. A mesma nomenclatura, células-tronco
mesenquimais, vem sendo utilizada para diferentes populacdes celulares, levando a
controvérsias no meio cientifico (HORWITZ e cols 2005). Nesse contexto, a
Sociedade Internacional de Terapia Celular, relatou a necessidade do
estabelecimento de determinados critérios, para que tais células aderentes de
medula éssea possam ser consideradas “células mutipotentes mesenquimais de
estroma”, onde também estariam contidas, as células-tronco mesenquimais
(DOMINICI e cols 2006). Sendo assim, para se considerar células mesenquimais
S840 necessarios 0s seguintes critérios: (1) capacidade de aderéncia ao plastico em
cultura, (2) presenca de marcadores ditos mesenquimais (CD73, CD90, CD105), (3)
auséncia de marcadores hematopoiéticos (CD34, CD 45) e de macréfagos (CD11b),

e (4) realizacao de ensaio de diferenciacao destas células (DOMINICI e cols 2006).

|.3-4 — Mecanismos de Acao

Os mecanismos pelos quais as células-tronco assumem fenétipos pulmonares
permanecem incertos (PROCKOP 2007). Acredita-se que a transdiferenciacéo, que

€ definida como a capacidade de uma célula diferenciada assumir o fenétipo de um
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outro tipo celular completamente diferenciado, pode ser um dos mecanismos.
Entretanto, nos ultimos anos, a transdiferenciacao tem sido questionada (KRAUSE
2008), sendo outros fendbmenos considerados responsaveis pela maior capacidade
proliferativa das células-tronco adultas como, por exemplo, a fusédo celular. A fusao
das células-tronco adultas derivadas da medula éssea com células epiteliais
pulmonares pode ocorrer sob varias circunstancias in vitro, mas esse fené6meno
parece nao ocorrer com tanta freqiéncia em pulmdes in vivo (NEURINGER &
RANDELL 2004, WEISS e cols 2006). Acredita-se que as células-tronco adultas
sejam recrutadas para o local de lesdo através da liberacao de sinais quimiotaticos
e/ou aumento da expressao de moléculas de adesao especificas (PITTENGER e
cols 1999, LOI e cols 2006, TAKAHASHI e cols 2006, WEISS e cols 2006, WEISS
2007, KRAUSE 2008). Outro fato que permanece sem resposta € o mecanismo pelo
qual as células-tronco adultas conseguem atravessar a membrana basal do tecido
lesado e alcancgar as areas lesadas. Considera-se que tal fenébmeno ocorra pelos
mesmos mecanismos através dos quais as células de defesa conseguem atingir seu
alvo, ou seja, acredita-se que a permeabilidade de tais membranas seja regulada
pela producdo de proteinas sintetizadas pelo proéprio tecido, controlando o influxo
das células-tronco para a area lesada (KOTTON e cols 2001, ROJAS e cols 2005,

WEISS e cols 2008).

I.3-5 — Terapia Celular em Doencas Respiratérias

A terapia celular vem sendo estudada nos ultimos anos em doencgas
respiratérias, mostrando, em alguns casos, resultados controversos que merecem
reflexdo (KOTTON e cols 2001, ORTIZ e cols 2003, HASHIMOTO e cols 2004,

KOTTON e cols 2005, ROJAS e cols 2005, ZHAO e cols 2008). Kotton e
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colaboradores (2001) avaliaram os efeitos de células derivadas de medula éssea em
modelo experimental de fibrose pulmonar induzida por bleomicina. Observou-se
migracao de tais células para os pulmdes lesados, sendo suas caracteristicas
morfolégicas se assemelhavam aquelas do pneumécitos do tipo | (KOTTON e cols
2001). Ortiz e colaboradores (2003) demonstraram que o trasplante de células
mesenquimais teve um efeito protetor ao diminuir os niveis de hidroxoprolina e a
inflamacao pulmonar, sugerindo a possibilidade do uso de células exégenas para o
reparo pulmonar (ORTIZ e cols 2003). Hashimoto e colaboradores (2004) utilizaram
células provenientes de animais transgénicos que expressavam GFP (green
fluorescent protein) para avaliar a hipotese de que a origem dos fibroblastos durante
a fibrose pulmonar, possa vir a ser extrapulmonar, derivada principalmente a partir
de células progenitoras da medula 6ssea. A andlise por citometria de fluxo das
células pulmonares confirmou um aumento de células GFP positivas nos animais
com fibrose pulmonar, e revelou aumento significativo de células que além de serem
GFP positivas, expressavam colageno tipo |I. Os autores concluiram que os
fibroblastos pulmonares, em uma situacao de fibrose pulmonar, também podem ser
derivados de células progenitoras da medula 6ssea (HASHIMOTO e cols 2004).
Kotton e colaboradores, que anteriormente haviam demonstrado a presenca de
células no pulmao de animais lesados (KOTTON e cols 2001), concluiram em um
estudo mais recente que as células derivadas da medula 6ssea nao foram capazes
de reconstituir o parénquima pulmonar. Rojas e colaboradores (2005) observaram
que as células derivadas de medula 6ssea além de promover o reparo pulmonar,
diminuiram a expressdo génica de algumas citocinas inflamatérias (IL-1pB, IL-2,
IL-4). In vitro, células de camundongos lesados, produziram fatores sollveis que

levaram a proliferacdo e migracdo das células derivadas de medula éssea. Os
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autores concluiram que as células derivadas da medula éssea sao importantes no
reparo pulmonar apés a lesao induzida por bleomicina (ROJAS e cols 2005). Zhao e
colaboradores (2008) também constataram diminui¢cdo de citocinas inflamatérias
(PDGF, IGF e TGF-B) em modelo murino de fibrose pulmonar induzido por
bleomicina (ZHAO e cols 2008).

A terapia celular quando utilizada em modelo de lesdo pulmonar induzido por
lipopolissacarideo (LPS) demonstrou resultados satisfatorios (YAMADA e cols 2004,
GUPTA e cols 2007, XU e cols 2007). Yamada e colaboradores (2004) observaram
uma rapida mobilizacao das células derivadas de medula éssea e acumulo nos sitios
de lesdo. As células se diferenciaram em células endoteliais e epiteliais, sugerindo
que a terapia celular foi importante no reparo pulmonar apés a lesao induzida por
LPS (YAMADA e cols 2004). Gupta e colaboradores (2007) constataram a
diminuicado de mediadores inflamatérios [proteina inflamatéria de magrofagos (MIP)-
2 e TNF-a]. In vivo, os efeitos benéficos foram independentes da presenca das
células no parénquima pulmonar. In vitro, foi observado que a agao anti-inflamatéria
foi devido ao efeito paracrino e também nédo dependia de contato celular. Neste
contexto, Xu e colaboradores (2007) demonstraram que as células derivadas de
medula 6ssea diminuiram a resposta inflamatéria induzida por LPS, e que os efeitos
benéficos observados também foram independentes da presenca das células no
parénquima pulmonar (XU e cols 2007).

A participagdo das células derivadas de medula 6ssea também foi analisada
em modelo de fibrose pulmonar induzida por asbesto (SPEES e cols 2007). Os
autores observaram a migracao de tais células para o parénquima pulmonar e sua
diferenciacdo em mondcitos e macréfagos, fibroblastos e miofibroblastos. No

entanto, ainda nao existem na literatura estudos demonstrando a participacdo das
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células derivadas de medula 6ssea em modelo de fibrose pulmonar induzida por
particulas de silica.

Nesse contexto, o presente estudo tem como principal meta testar a acéo das
células mononucleares derivadas de medula éssea (CMMO) na prevencédo do

processo inflamatério e de fibrose pulmonar em modelo murino de silicose.
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Il. OBJETIVOS

1.1 — Objetivo Geral

Analisar os efeitos da terapia celular em modelo murino de silicose.

1.2 — Objetivos Especificos

Analisar a mecanica respiratéria (elastancia estética, pressdes resistivas e

viscoelasticas e/ou inomogéneas do pulmao);

1.

2.

Verificar as alterag6es morfolégicas induzidas no parénquima pulmonar;
Quantificar a fragdo de area dos granulomas;

Quantificar a celularidade total e diferencial nos granulomas;

Quantificar os macrofagos pulmonares presentes nos granulomas e septos
alveolares;

Quantificar fibras colagenas nos granulomas e nos septos alveolares;

Analisar a presenca de células dos animais doadores no tecido pulmonar

através da deteccéo do gene SRY, presente no cromossomo Y.
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ll. MATERIAIS E METODOS

1.1 — Animais Utilizados

Neste estudo foram utilizados 60 camundongos C57BL/6. Os animais
selvagens foram obtidos na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e na
Universidade Federal Fluminense (UFF). Esse estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica com Uso de Animais do Centro de Ciéncias da Satde, UFRJ (CEUA-CCS,
IBCCF-019).

Como doadores foram utilizados camundongos machos C57BL/6, enquanto
0s animais tratados, identificados como receptores, foram fémeas C57BL/6. Todos
0s animais utilizados tinham dois meses de idade e pesavam entre 15 e 20 gramas.

A importancia da diferenca de sexo entre os camundongos doadores e
receptores serviu como forma de identificacdo das células doadoras através do
estudo do gene do cromossomo Y. Logo, se os tecidos dos animais receptores
(fémeas) apresentarem o gene do cromossomo Y, comprova-se a existéncia de

células de animais doadores (machos) nos pulmdes dos animais receptores.

lll.2 — Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais:
1. Controle (C): Animais instilados com solugéo salina no dia zero; e submetidos
ao estudo morfofuncional no 15°dia.

2. Controle - célula (C-Cell): Animais instilados com solucao salina no dia zero,

submetidos a injecao de células de medula 6ssea uma hora ap6s a instilacao

de salina; e ao estudo morfofuncional no 152 dia.
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3. Silica (SIL): Animais instilados com silica no dia zero; e submetidos ao estudo
morfofuncional no 15%dia.

4. Silica - célula (SIL-Cell): Animais instilados com silica no dia zero, submetidos

a injecao de células de medula 6ssea uma hora apos a instilagao de silica; e

ao estudo morfofuncional no 152 dia.

I11.3 — Protocolo experimental

11l.3-1 — Instilacao dos animais

Os animais tratados com salina e silica foram instilados no dia zero com
solucdo salina (50 ul) ou silica (20 mg silica/50 ul) intratraquealmente (if). A
concentracdo de silica utilizada para o desenvolvimento do modelo de silicose foi
estabelecida pelo nosso laboratério e pelos Laboratérios de Investigagdo Pulmonar e
de Fisiologia da Respiracao (IBCCF-UFRJ) (BORGES e cols 2001, FAFFE e cols
2001, BORGES e cols 2002).

Para a instilacdo, os animais foram anestesiados com Sevofluorano e, a partir
de um corte vertical na dire¢cdo da traquéia, a musculatura foi divulsionada, sendo
exposta a traquéia, seguida de injecao de solugao salina ou silica. Os animais foram
colocados na posicao ortostatica para que a solugdo pudesse alcancar de forma
homogénea ambos os pulmdes, sem retencdo na traquéia. Apés a instilagao, o corte
foi fechado com fio de sutura (nylon 5-0). Em seguida, os animais foram alojados em

gaiolas micro-isoladoras até o 15° dia.

111.3-2 — Extracdo de Células Mononucleares de Medula Ossea (CMMO)

Os animais doadores foram anestesiados com éter etilico PA (Reagen, Rio de

Janeiro, RJ, Brasil) e submetidos a deslocamento cervical. Com o auxilio de pinca e
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tesoura estéreis retirou-se a pele e os musculos adjacentes ao fémur e a tibia,
evitando o rompimento da artéria femoral. As epifises 6sseas foram cortadas, e a
cavidade medular foi lavada com meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Life Tecnologies®, Grand Island, NY, EUA) utilizando uma seringa com
agulha de 18 G colocada sobre um tubo estéril de poliestireno cbnico de 15 ml
(Falcon®). As células foram homogeneizadas com auxilio de pipeta Pasteur, e em
seqguida, centrifugadas a 450 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. O
sedimento de células foi ressuspenso em DMEM sem soro, e em seguida adicionado
cuidadosamente sobre o Ficoll-Paque ™ Plus (Amersham — GE Healthcare/17-1440-
03) (CONGET & MINGUELL 1999). A seguir, as células foram centrifugadas a 450 x
g durante 30 minutos, a temperatura ambiente. O anel de células, formado apds a
centrifugagéo, na interface Ficoll-meio de cultura foi coletado e colocado em um tubo
de poliestireno coénico de 15 ml (Falcon®). Este anel de células contém células
mononucleares dentre as quais estdo linfécitos e mondcitos, e células-tronco de
medula éssea. As células foram ressuspensas em solucao salina balanceada (BSS)
e centrifugadas a 450 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi, entdo, desprezado, e esse processo repetido mais duas vezes
para retirar o excesso de reagente Ficoll que possa ter sido coletado junto com o
anel de células. As células ndo foram colocadas em cultura, sendo injetadas nos

animais receptores no mesmo dia da coleta.

lll.3-3 — Contagem de Células

Uma aliquota de 10 pl de células foi retirada e diluida com 10 pl de Azul de

Trypan, a fim de avaliar a viabilidade das células. Desta diluicao, 10 pl de suspensao
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de células foi retirado e adicionado na cAmara de Neubauer (Hausser Scientific) para

a contagem de células.

11.3-4 — Injecao de Células Mononucleares de Medula Ossea

Uma hora apéds a instilacdo de solucdo salina ou silica, as fémeas foram
anestesiadas com Sevofluorano e receberam, através da veia jugular direita, a
injecdo das células de medula 6ssea, em uma concentracdo de 2 x 10° células em

50 pl de solugéo salina.

lll.4 - Mecanica Respiratoria

No 15° dia de tratamento, os animais foram sedados com diazepam (1 mg
intraperitoneal - ip), em seguida pesados (balanca Filizola, modelo BR, Industrias
Filizola SA, SP, Brasil) e, entao, anestesiados com tiopental sédico (20 mg/kg ip).

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa
sob foco cirargico em decubito dorsal, sendo seus membros fixados por
esparadrapo. Realizou-se traqueotomia com introducao de jelco 20G com 32 mm de
comprimento e 0,8 mm de diametro interno, sendo a canula fixada a traquéia por
meio de fios de algoddo. Os animais foram paralisados com brometo de pancurénio
[Pavulon®, Organon International Incorporation, Nova Jersey, EUA, 2 mg/kg,
intravenosamente (iv)].

Os camundongos foram, entdo, ventilados mecanicamente (Samay VR15,
Universidad de la Republica, Montevideu, Uruguai) com freqiéncia respiratéria de
100 incursdes por minuto, volume corrente (V1) de 0,2 ml e fracdo inspirada de

oxigénio (FiO,) de 0,2%.
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Ap6s a adaptagcdo ao respirador, os animais foram submetidos a inciséo
cirurgica por tesoura na linha média do abdémen justo abaixo do apéndice xiféide. A
incisao foi estendida, superficialmente, ao longo da parede toracica sobre o esterno,
sendo, entdo, a pele do animal retirada por tracdo lateral. A seguir, a inciséo
abdominal foi estendida lateralmente, para esquerda e para direita, seguindo o bordo
inferior das costelas até atingir a linha axilar anterior, bilateralmente. Com a cavidade
abdominal aberta, foi possivel visualizar o diafragma, que foi perfurado e seccionado
segundo a mesma orientacdo da abertura da parede abdominal. Imediatamente
antes da perfuracéo do diafragma foi instalada pressao positiva ao final da expiracéo
(PEEP) de 2 cmH>O (SALDIVA e cols 1992). Apés a retirada do diafragma, a parede
toracica foi removida.

O ventilador foi ajustado previamente para gerar, quando desejado, uma
pausa de 5 segundos ao final da inspiracdo. Foram tomados cuidados especiais na
manuten¢ado do volume (V1 = 0,2 mL) e fluxo (V'= 1 mL/s) constantes em todos os
animais, a fim de evitar os efeitos de diferentes fluxos, volumes e duracdo da
inspiracdo nas variaveis mecanicas (KOCHI e cols 1988a, b).

A céanula traqueal do animal foi conectada a um pneumotacografo para
pequenos animais (MORTOLA & NOWORAJ 1983), para medida de fluxo aéreo (V’).
O pneumotacégrafo que foi utilizado consiste de uma canula metédlica com duas
saidas laterais com as seguintes caracteristicas: diametro interno = 1,5 mm,
comprimento = 4,2 cm e distancia entre as saidas laterais = 2,1 cm. O gradiente de
pressao através do pneumotacografo foi determinado utilizando-se um transdutor
diferencial de pressdo [©SCIREQ Scientific Respiratory Equipment Inc. (SC-24),
Montreal, Canadd]. Essa forma de medir fluxo aéreo, além de bem simples, é

adequada, visto que, em animais de pequeno porte, os fluxos baixos e as dimensdes
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traqueais reduzidas sao responsaveis pela existéncia de fluxo laminar e, portanto, o
fluxo aéreo pode ser medido de acordo com a lei de Poiseuille, onde a diferenca de
pressao entre as saidas laterais do pneumotacografo é proporcional ao V’. Através
de outra saida lateral, a via aérea foi conectada a outro transdutor diferencial de
pressdo para medida da pressao traqueal (Ptr). A inexisténcia de mudancas
abruptas no didmetro do circuito (da traquéia até a extremidade da tubulagéo) evitou
erros de medida de resisténcia ao fluxo (CHANG & MORTOLA 1981, LORING &
MEAD 1982). O volume (Vt) mobilizado foi obtido por integracao digital do sinal de
fluxo.

A calibracdo dos transdutores de pressao foi realizada com o auxilio de um
tubo em "U" contendo agua destilada. A afericdo foi realizada antes de cada
experimento para assegurar a confiabilidade do registro.

O espaco morto da montagem foi de 0,2 ml. Para computa-lo, pesou-se o
conjunto de equipamentos utilizados entre a via aérea do animal e o ventilador
(canula traqueal, tubo em “T”, pneumotacégrafo e conexdes de borracha) vazio e
cheio de agua. A diferenca de peso permitiu saber o volume de agua e, portanto, o
volume do espago morto do sistema. Para fechar as saidas do conjunto e enché-lo
de agua foi usada massa de modelar, que foi também pesada, junto com os demais
equipamentos. Durante os experimentos evitou-se ao maximo a manipulacdo da
canula traqueal com aspiracdes e insuflagdes, para eliminar possiveis interferéncias
sobre os parametros medidos.

A mecanica pulmonar foi avaliada pelo método de oclusédo ao final da
inspiracdo, que permite analisar os componentes elastico, resistivo e viscoelastico
e/ou inomogéneo, separadamente (BATES e cols 1985a, BATES e cols 1985b,

BATES e cols 1988, KOCHI e cols 1988a, b).
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No animal com o térax aberto, a pressao traqueal (Ptr) é, na realidade, a
pressao transpulmonar (PL). Apds a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracao,
sob fluxo constante, ocorre uma queda subita da PL até um ponto de inflexao (Pi) a
partir do qual o decaimento da pressdo assume carater mais lento, atingindo um
platdé em sua porcao terminal. Esta fase de platé corresponde a pressao de retracao
elastica do pulmao (Pel). A diferenca de pressao (AP1,L), que caracteriza a queda
rapida inicial, representada pela diferenga entre a pressao maxima inicial (Pmax) e o
ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta (Pi), corresponde ao componente
viscoso pulmonar, ou seja, reflete a pressdo necesséria para vencer a resisténcia do
pulméo (BATES e cols 1985a, BATES e cols 1985b, BATES e cols 1988, KOCHI e
cols 1988a, b). A segunda variacao de pressao (AP2,L), representada pela queda
lenta, do Pi ao platdé (Pel), reflete a pressao dissipada para vencer o componente
viscoelastico (stress relaxation) e/ou inomogéneo (pendelluff) do tecido pulmonar
(Figura 2). A variagao de pressao total (APtot,L) foi obtida pela soma de AP1 e AP2.
A elastancia estatica do pulmao (Est,L) (inverso da complacéncia pulmonar) foi
calculada dividindo-se Pel pelo V1. As seguintes férmulas foram utilizadas na analise
da mecénica pulmonar:

AP1,L = Pmax - Pi;
AP2,L = Pi - Pel ;
APtot,L = AP1 + AP2;
Est,L = Pel/Vt

Para a realizagdao da oclusdo, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de
fechamento definido (10 ms). Como este fechamento ndo é absolutamente

instantaneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apds a oclusao, propiciando,
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assim, a existéncia de um pequeno fluxo. Este fluxo é responsavel pelo aumento do

volume pulmonar e, conseqientemente, da Pi e da Pel (Figura 2).
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Figura 2 — Representagdo esquematica do método de oclusédo ao final da inspiragdo. Registros dos
sinais de fluxo aéreo (V’), volume (VT) e pressao transpulmonar (PL) em funcdo do tempo. Os
pulmdes foram ventilados com volume corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O platd foi
alcancado apds uma pausa inspiratéria de 5 s. Apds a oclusao das vias aéreas, ha uma queda rapida
na PL (AP1) que corresponde a Pmax — Pi, presséo dissipada para vencer o componente viscoso do
pulmao, seguida por uma queda lenta (AP2), pressado dissipada para vencer os componentes
viscoelastico e/ou inomogéneo do pulmao, até um ponto de equilibrio elastico, representada pela
pressao de retracdo elastica pulmonar (Pel). A linha de base do registro de pressao corresponde a
pressao positiva ao final da expiragdo (PEEP) de 2 cmH,0.
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Foram registrados 10-15 ciclos pelo método de oclusdo ao final da inspiracao
(BATES e cols 1985a, BATES e cols 1985b, BATES e cols 1988, KOCHI e cols
1988a, b) em cada animal. Os transdutores conectados ao pneumotacégrafo e ao
tubo traqueal registraram os sinais de V' e PL, respectivamente. As respostas de
freqiéncias dos sistemas de registro da PL foram estaveis até 20 Hz. Em seguida,
os sinais foram condicionados, filtrados [©SCIREQ Scientific Respiratory Equipment
Inc. (SC-24), Montreal, Canadd], convertidos em sinais digitais por um conversor
analdgico-digital de 12-bitz (DT-2801A, Data Translation, Malboro, MA, EUA) e
amostrados a uma freqiéncia de 200 Hz. Os sinais foram armazenados em
microcomputador para posterior andlise, através do programa ANADAT (RHT-

InfoData, Montreal, Canada).

A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a canula traqueal, foi
aferida previamente através da aplicacado de diferentes fluxos de ar ao sistema (até
fluxos de 26 ml/s, bem acima da faixa de fluxo utilizada no presente experimento),
com concomitante registro das variacbes de pressdao (AP). Uma vez que Req =
AP/V’, a resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva AP
x V. A pressado resistiva do equipamento (= Req.V’) foi subtraida da presséo
resistiva dos pulmdes de tal forma que os resultados representassem as
propriedades mecanicas intrinsecas. A inexisténcia de mudangas abruptas no
didmetro do circuito (da traquéia até a extremidade do pneumotacografo) evitou
erros de medida de resisténcia ao fluxo (CHANG & MORTOLA 1981, LORING &

MEAD 1982).
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lll.5 — Remocao dos Pulmoes

Ao término do experimento, o animal foi imediatamente sacrificado por secao
da aorta abdominal e veia cava inferior e a traquéia foi ocluida ao final da expiracao
com um fio de algodao. A porcao abdominal do es6fago foi identificada e isolada,
sendo presa por uma pinca hemostatica. As estruturas do pescoco foram dissecadas
com liberacdo das vias aéreas. A pinca que prende o esbfago foi suavemente
tracionada para cima, permitindo separa-lo das estruturas aderidas a parede toracica
posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a traquéia foi secionada acima
do local ligado pelo fio e, posteriormente, o eséfago separado do conjunto por leve

tracao.

lll.6 - Analise Histoldgica

lll.6-1 — Histopatologia

Os pulmdées direitos foram retirados e mantidos em formol 10% tamponado, a
temperatura ambiente, e processado em séries crescentes de etanol e banhos de
xileno. ApoOs a fixagdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes
histolégicos com 5 um de espessura.

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com hematoxilina-
eosina (HE) e analisadas por microscopia éptica (Eclipse E800, Nikon), segundo

seus aspectos qualitativos e quantitativos.

lll.6-2 — Analise morfométrica no granuloma

A analise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de

contagem de pontos (point-counting) (WEIBEL 1990), utilizando-se um reticulo
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acoplado a ocular do microscépio, contendo um sistema de referéncia de 100 pontos
e 50 segmentos de reta dispostos em paralelo (Figura 3).

Para a quantificacdo da fracdo de area de granuloma, foram analisados vinte
campos aleatérios e ndo coincidentes, em um aumento de 200x. Para tal, o nUmero
de pontos que cairam nos granulomas foi dividido pelo numero total de pontos
[nimero correspondente ao total de pontos (100) subtraido pelos 14 pontos da
extremidade do reticulo] (GUNDERSEN e cols 1988).

A porcentagem de células mononucleares e polimorfonucleares nos
granulomas foi quantificada, em dez campos aleatorios e ndo coincidentes, em um
aumento de 1000x. O numero de pontos que cairam em células mononucleares e
polimorfonucleares foi dividido pelo total de pontos contados que cairam no

granuloma em cada campo analisado e expresso sob a forma de percentual.

Figura 3 — Representagdao esquematica do reticulo utilizado para a técnica de contagem de pontos.
Reticulo de 100 pontos e 50 retas utilizado para o calculo da fragdo de area de granuloma.
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lll.6-3 — Deteccao e quantificacdo dos macréfagos pulmonares através de

imunomarcacao para a glicoproteina F4/80

F4/80 € uma glicoproteina encontrada na superficie de macréfagos murinos,
sendo considerado um dos marcadores mais especificos para esse tipo celular
(AUSTYN & GORDON 1981, MORRIS e cols 1991). Os macréfagos positivos para a
glicoproteina F4/80 puderam ser detectados a partir de cortes parafinados de 5 um
submetidos a técnica imunohistoquimica utilizando um anticorpo dirigido contra esse
receptor de superficie celular. Apds a desparafinizacéo e hidratacao do material com
trés banhos de xilol e alcoois decrescentes (100 / 95 / 70%), respectivamente, os
residuos aldeidicos foram inibidas pelo Cloreto de aménio 50mM em PBS pH 8,0 em
dois banhos de 15 minutos. Ap6s duas lavagens em PBS pH 7,4 a peroxidase
endogena foi inibida com H.O» 3% (Reagen) em metanol por 20 minutos, seguindo-
se de dois banhos de tampao PBS pH 7.4 por 5 minutos cada. As laminas foram
colocadas por 15 minutos em PBS pH 7,4 previamente aquecido na estufa a 40°C.
Apds esse periodo, os cortes histoldgicos forma incubados com solucao de tripsina a
0,2% em PBS (Tripsina tablets, Sigma, USA), em camara umida, ambos
previamente aquecidos, permanecendo na estufa por 20 minutos. Depois de trés
lavagens de 5 minutos cada em PBS, seguiu-se o bloqueio das ligacdes
inespecificas com PBS-BSA10% / Leite molico 8% (1:1) por uma hora. Apds este
procedimento, as laminas foram incubadas com o anticorpo F4/80 (rat / anti-mouse
MCA497 Serotec, USA) em camara umida na concentracdo de 1:50 em PBS/BSA
3% - Triton 0,1% - Tween 0,05%, permanecendo até o préximo dia.

No dia seguinte, apds alcancar a temperatura ambiente, as laminas foram
lavadas duas vezes em Tampao PBS pH 7.4 e 1 vez em PBS - Tween 0,25%, por 5

minutos cada e incubadas com o anticorpo secundario anti-rat IgG (Vector) na
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concentracao de 1:30 por uma hora. Ao final desse periodo e apds duas lavagens
com PBS - Tween 0,25%, foi incubada a estreptavidina - Peroxidase (Sigma) diluida
1:30 em PBS por 1 hora e as laminas foram reveladas com DAB (DAB liquida,
DAKO, Carpinteria, CA, USA) por 10 a 15 minutos. Apds duas lavagens com tampao
PBS pH 7.4 - Tween 20 0,25% por 5 minutos e 1 lavagem em agua destilada por 10
minutos, as laminas foram contracoradas com Hematoxilina diluida de Harris e
montadas em Entellan® (Merck). Como controles negativos cortes histoldgicos
foram incubados com soro ndo imune de rato.

Foram analisados vinte campos por animal em microscopio de campo claro
(Nikon Eclipse E800) com a objetiva de 40X acoplado a camera digital (Evolution VF
- MediaCybernetics). As imagens foram analisadas utilizando-se o programa Image -

Pro® Plus (Versao 4.5.1 — Media Cybernetics, USA).

ll.6-4 — Deteccao e quantificacdo dos macréfagos pulmonares através da

marcacao de radicais carboidraticos

A fim de quantificar os macréfagos pulmonares ativados, foi utilizada a técnica
histoquimica para a deteccdo da lectina Bandeiracea Griffonia Simplicifolia
isoagglutin. A lectina Griffonia é especifica para radicais carboidraticos de superficie
macrofagica (residuos o-D galactose) que estdo associados de maneira mais
especifica com macréfagos ativados (MADDOX e cols 1982). Apdés a
desparafinizacdo e hidratacdo do material com trés banhos de xilol e &alcoois
decrescentes (100 / 95 / 70%) e banhos em agua destilada respectivamente, os
residuos aldeidicos foram inibidas pelo bérax 5 % por 20 minutos, seguindo-se a
inibicdo da peroxidase enddgena com H>O. 3% (Reagen) em metanol por 20

minutos e banhos seguidos de tampao PBS pH 7.4 por 5 minutos cada. Realizou-se
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o bloqueio das ligacdes inespecificas com PBS - BSA 3% por uma hora. Apds este
procedimento, as laminas foram incubadas com a lectina Bandeiracea Griffonia
Simplicifolia conjugada a biotina (Vector Laboratories, EUA) em camara umida na
concentracdo de 1:100 em PBS-BSA 1% + Solucdo traco de metais, contendo
Cloreto de Calcio, Cloreto de Magnésio, Cloreto de Manganés + Azida de Sédio
durante a noite a 4°C. No dia seguinte, apos alcancar a temperatura ambiente, as
laminas foram lavadas em PBS pH 7.4 - Tween 20 0,25%, incubadas com a
estreptavidina - Peroxidase (Sigma) diluida 1:30 em PBS por 40 minutos e revelada
pela AEC (DAKO). Apés duas lavagens com agua destilada por 5 minutos, as
laminas foram contracoradas com Hematoxilina de Mayer (diluida 1:3) e montadas
em meio aquoso (Aquatex, Merck).

Foram analisados quinze campos utilizando a objetiva de 40X e ocular de
10X, por animal, dentro e fora dos nddulos silicéticos em microscépio de campo
claro (Nikon Eclipse E800) acoplado a camera digital (Evolution VF -
MediaCybernetics). As imagens foram analisadas utilizando-se o programa Image -

Pro® Plus (Versédo 4.5.1 — Media Cybernetics, USA).

lll.6-5 — Histogquimica para quantificacao de fibras colagenas

A trama colagénica do septo alveolar e dos granulomas foi observada através
da coloracédo pelo Sirius red (DOLBER & SPACH 1993). Apds a desparafinizacao e
hidratacdo do material com trés banhos de xilol e alcoois decrescentes (100 / 95 /
70%), as laminas foram lavadas em agua destilada por 10 minutos e colocadas na
solucdo de acido fosfomolibdico por 1 minuto. Depois, o acido fosfomolibdico foi
desprezado e as laminas permaneceram imersas em solucao de picrosirius por 90

minutos. ApGs esse periodo as laminas foram retiradas do corante, lavadas em &cido
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cloridrico 0,01N durante 2 minutos e posteriormente em alcool a 70% por 45
segundos. Seguiu-se a desidratacdo e a clarificacdo dos cortes histoldégicos em
banhos de élcoois e xilol, respectivamente, e posteriormente as laminas foram
montadas em Entellan® (Merck).

Foram analisados quinze campos nos septos alveolares e 15 campos nos
nddulos silicéticos por animal em microscopio de campo claro (Nikon Eclipse E800)
com a objetiva de 40X acoplado a camera digital (Evolution VF - MediaCybernetics).
As imagens foram analisadas utilizando-se o programa Image - Pro® Plus (Verséao

4.5.1 — Media Cybernetics, USA).

1.7 — Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA, os pulmdes foram retirados, congelados em
nitrogénio liquido, (aproximadamente 3 min) e mantidos a -70° C (STEFANI e cols
2003). Os pulmdes congelados foram macerados por pistilo e os fragmentos
resultantes foram colocados em um tubo eppendorf. Os fragmentos foram digeridos
com 300 pg/mL de proteinase K® (Invitrogen — EUA) por 18 horas, a 56°C em
solucdo (600uL) contendo Tris-HCI 10 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, SDS a 2% e
EDTA 10 mM (pH 8,0). O DNA foi extraido do homogeneizado com igual volume
(60071L) de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) seguido de centrifugacao a
12.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente (TA). Apos a centrifugacéo, a
fase aquosa (sobrenadante) é separada de uma fase orgéanica (inferior). A fase
aquosa, onde estdo os 4cidos nucléicos, foi coletada e o DNA foi precipitado com
600 ul de isopropanol centrifugando a 14000 rpm por 20 minutos a temperatura
ambiente. O DNA precipitado foi entdo lavado com 500 ul de etanol 70%,

centrifugando a 7500 rpm por 8 minutos a temperatura ambiente. O precipitado de
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DNA ap06s secar a temperatura ambiente, foi ressuspendido em 500 uL de TE (5 mM
Tris-HCL, pH 7,4; 0,1 mM EDTA). O DNA foi quantificado em espectrofotometro

NanoDrop (Uniscience) no comprimento de onda de 260 nm.

111.8 — PCR em tempo real - SYBR Green I®

O sistema de aquisicdo do PCR em tempo real utilizou um fluoréforo
intercalante de DNA dupla fita, denominado SYBR Green | (Applied Biosystems) cuja
fluorescéncia é diretamente proporcional a formagdo do produto. Uma curva de
diluicdo foi realizada utilizando-se DNA extraido do tecido pulmonar de um
camundongo macho, para saber quao sensivel o sistema de deteccédo era para
detectar o gene SRY (Sex determining region on Y). Apdés a realizagao da curva de
diluicdo, observou-se uma faixa Otima de concentragdo préxima de cinco
nanogramas de DNA amplificado. Acima dessas concentragdes, inibicao total da
reacao foi constatada. A realizacdo da curva também nos demonstrou que o sistema
tinha a capacidade de amplificar o gene alvo a uma concentracdo de até dez
picogramas, ou seja, o equivalente a quantidade do DNA genémico de duas células

dipléides (KUDDUS e cols 2004, PIRKER e cols 2004) (Figura 4).
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Figura 4 — Curva de diluigdo do DNA extraido de pulm&o de camundongo macho. Os numeros
indicam os Ct (inicio a ascensdo exponencial) do gene SRY nas diferentes concentracoes.
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Conhecida a sensibilidade de deteccao do sistema, foi realizado o PCR em
tempo real das amostras experimentais. Como controles positivos foram utilizados
amostras de DNA extraido de pulmbes de camundongos fémeas nos quais foram
injetados (injecdo dentro do parenquima pulmonar) 2 x 10°, 10° e 2 x 10° CMMO,
provenientes de camundongos machos (descrito acima). As reacées de PCR foram
preparadas para um volume final de 20 uL contendo 10 uL de SYBR Green |
Mastermix 2X (Applied Biosystems), 0,5 uM de cada oligonucleotideo (senso e
antisenso) e 2 ulL de DNA da amostra processada (5 ng). Para a amplificacdo
utilizou-se uma maquina de PCR em tempo real da marca Applied Biosystems
modelo 7000 que executou a seguinte programacgao: 95°C por 10 minutos para a
ativacdo da enzima Taq polimerase, seguida de 40 ciclos de amplificagao (95°C por
15 segundos, 60°C por 75 segundos). Uma curva padrdo foi gerada utilizando
oligonucleotideos especificos para os genes correspondentes ao SRY, assim como
para o gene correspondente a GAPDH (Tabela 2). O numero de células nos animais
experimentais foi calculado comparando o valor de CT (crosspoint threshold) de

amplificacdo em relagdo a curva padrao.
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Molécula Seqiiéncia do oligonucleotideo Posicao Tamanho
SRY
Sense 5-TCATCGGAGGGCTAAAGTG-3 228 — 246
Antisense 5-GTCCCACTGCAGAAGGTTG-3 297 - 315 sopo
NM_011564.1
GAPDH
Sense 5-CCACCAACTGCTTAGCCC-3 2674 — 2691
| : : 2797 - 2818 14O PP
Antisense 5-GACACCTACAAAGAAGGGTCCA-3
NC_000072

Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados para o PCR em tempo real. Observam-se, as seqiiéncias e
localizagdes dos oligonucleotideos utilizados, as espécies de origem da qual a sequéncia foi gerada,
seu numero de acesso no pubmed, e o tamanho dos produtos de amplificacdo obtidos a partir da
reacao de PCR em tempo real.

111.9 — Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada no programa Sigma Stat
para Windows (V.3.0). Diferencas entre os grupos foram comparadas através da
analise de variancia de dupla entrada (Two-way ANOVA) seguida do teste de Tukey
[Fatores: (1) salina x silica; (2) tratamento ou ndo com células]. Para a comparacao
entre os grupos SIL e SIL-Cell foram utilizados os testes t Student (dados
paramétricos) e Mann-Whitney (dados nao-paramétricos). Os valores correspondem
a média + erro padrdo da média (EPM) para dados paramétricos. Para dados nao-
parameétricos os valores sao expressos como mediana e percentis 25-75%. O grau

de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).
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IV. RESULTADOS

IV.1 — Mecéanica Respiratoria

A taxa de mortalidade dos animais instilados com silica foi de 47,4% e reduziu
apds terapia com células mononucleares derivadas de medula éssea (SIL-Cell:
21,4%). Nao houve 6bito em nenhum animal do grupo controle.

Houve aumento estatisticamente significativo da elastdncia estatica do
pulmao (Est,L) (Figura 5A) e das pressdes necessarias para vencer 0s componentes
resistivos (AP1,L) e viscoelasticos (AP2,L) do pulmao (Figura 5B) no grupo SIL em
relacdo ao grupo C (Est,L=177%, AP1,L=177%; AP2,L.=150%). A terapia com CMMO

evitou tais modifica¢des funcionais (Figuras 5A e 5B).
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Figura 5 — Elastancia estatica e variacbes das pressdes pulmonares. Os grupos C e SIL
(camundongos instilados com salina 50 pl ou silica, 20 mg/50 ul salina, respectivamente) foram
tratados com CMMO (2 x 10°, jiv — C-Cell and SIL-Cell, respectivamente). A: Elastancia estatica do
pulmao (Est,L). B: Variagdo de presséo necessaria para vencer os componentes resistivos do pulmao
(AP1,L)(barra branca) e variagdo de pressdo necessdria para vencer 0s componentes
viscoelasticos/inomogéneos do pulmao (AP2,L)(barra cinza). Variagdo de presséao total do pulméo
(APtot,L) corresponde a barra inteira. Os valores correspondem a média + erro padrao da média
(EPM) de 8 camundongos/grupo com 12 determinagfes por animal. *Significativamente diferente de
C (p<0,05).
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IV.2 — Analise Histoldgica

IV.2-1 — Histopatologia

Os animais do grupo C apresentavam estrutura pulmonar preservada (Figura
6A). A terapia celular (2 x 10°, iv) nos animais C-Cell ndo levou a alteragdes no
parénquima pulmonar (Figura 6B). O grupo SIL apresentou granulomas de tamanhos
variados no parénquima. Os septos alveolares se apresentavam por vezes
discretamente espessados pela presenca de células inflamatérias (alveolite) (Figura
6C). Apds a terapia celular, notou-se que os nédulos ainda exibiam uma
heterogeneidade no tamanho, no entanto, tinham sua area diminuida (Figura 6D).
Ademais, o parénquima pulmonar apresentava-se com menor area de colapso e

edema intersticial.
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Figura 6 — Fotomicrografias do parénquima pulmonar corado com hematoxilina-eosina. [Grupos C (A),
C-Cell (B), SIL (C) e SIL-Cell (D)]. Os grupos C e SIL (camundongos instilados com salina 50 ul ou
silica, 20 mg/50 pl salina, respectivamente) foram tratados com CMMO [2 x 10°, iv — C-Cell and SIL-
Cell, respectivamente]. Nos grupos SIL e SIL-Cell evidencia-se a presenga de granulomas dispersos
no parénquima pulmonar (asteriscos).
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IV.2-2 — Analise morfométrica no granuloma

A terapia celular reduziu significativamente a area de fracdo do granuloma
(SIL: 93.3% = 1.3; SIL-Cell: 38.0% + 5.7) (Figura 7). No entanto, nenhuma diferenca
significativa foi observada no numero de células polimorfonucleares e células

mononucleares no granuloma entre os grupos SIL e SIL-Cell (Tabela 3).
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Figura 7 — Box plot da quantificagdo da fracdo de area de granulomas. A linha horizontal no interior da
caixa representa a mediana; os limites inferior e superior da caixa indicam, respectivamente, o
primeiro e o terceiro quartil, correspondendo aos elementos de posicao 25% e 75% da amostra. Os
segmentos de reta externos delimitam os valores minimos e maximos das variaveis. O grupo SIL foi
instilado com silica (20 mg/50 pl). SIL-Cell recebeu tratamento com CMMO (2 x 10°, iv).
#Significativamente diferente do grupo SIL (p<0,05).

PMN (%) MN (%) TOTAL (%)
SIL 8,35 + 0,81 28,36 + 0,65 36,71+ 0,72
SIL-Cell 7,57+ 1,05 27,91 +2,14 35,48 + 1,71

Tabela 3 — Quantificagdo da celularidade no granuloma. SIL (camundongos instilados com silica, 20
mg/50 ul) SIL-Cell recebeu tratamento com CMMO (2 x 10° iv). %MN = percentual de células
mononucleares, %PMN = percentual de células polimorfonucleares, %TOTAL = percentual de células
totais. Os valores correspondem a média + erro padréo da média (EPM) de 5-8 camundongos/grupo.
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IV.2-3 — Deteccao e quantificacdao dos macréfagos pulmonares através de

imunomarcacao para a glicoproteina F4/80

O numero de macréfagos foi quantificado somente no septo alveolar, uma vez
que, os macréfagos ndo apresentaram positividade para este antigeno no interior
dos granulomas. No septo alveolar observou-se maior numero de macréfagos no
grupo SIL em relacdo ao grupo C (148%). Nao se observou diferenca significativa

entre os grupos C e SIL-Cell (Figuras 8A, 8B, 8C, 8D e 8E).
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Figura 8 — Deteccao e quantificagdo dos macrofagos pulmonares através de imunomarcagao para a
glicoproteina F4/80. Os grupos C e SIL (camundongos instilados com salina 50 pl ou silica, 20 mg/50
ul salina, respectivamente) foram tratados com CMMO (2 x 10°%, iv — C-Cell and SIL-Cell,
respectivamente). Fotomicrografias do parénquima pulmonar [Grupos C (A), C-Cell (B), SIL (C) e SIL-
Cell (D)]. Setas: macréfagos marcados para a glicoproteina F4/80. Representagdo grafica da
quantificacdo de macréfagos no septo alveolar (E). Os valores correspondem a média + erro padrao
da média (EPM) de 5-8 camundongos/grupo com 15 determinagdes por animal. *Significativamente
diferente de C (p<0,05).
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IV.2-4 — Deteccao e quantificacdo dos macrofagos pulmonares através da

marcacao de radicais carboidraticos

Os macroéfagos ativados foram quantificados no septo alveolar e no interior do
granuloma (Figuras 9A, 9B, 9C e 9D). Observou-se maior numero de macréfagos
ativados no grupo SIL em relagdo ao grupo C (141%). Nao foram observadas
diferencas significativas entre os demais grupos em relagéo ao grupo C. Incluindo o
grupo que recebeu o tratamento com CMMO (SIL-Cell) (Figura 9E). No entanto,
quando quantificado o numero de macréfagos ativados no interior do granuloma,
nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos SIL e SIL-Cell (Figura

9F).
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Figura 9 — Detecgéo histoquimica da lectina Griffonia e quantificagdo de macroéfagos ativados. Os
grupos C e SIL (camundongos instilados com salina 50 pl ou silica, 20 mg/50 pl salina,
respectivamente) foram tratados com CMMO (2 x 108, iv — C-Cell and SIL-Cell, respectivamente).
Fotomicrografias do parénquima pulmonar [Grupos C (A), C-Cell (B), SIL (C) e SIL-Cell (D)].
Macrofagos ativados marcados pela Griffonia (setas). Representagdo grafica da quantificagcdo de
macrofagos ativados no septo alveolar (E) e no interior do granuloma (F). Os valores correspondem a
média + erro padrdo da média (EPM) de 5-8 camundongos/grupo com 15 determinagdes por animal.
*Significativamente diferente de C (p<0,05).
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IV.2-5 — Histoquimica para quantificacao de fibras colagenas

O conteudo de fibras colagenas foi quantificado tanto no septo alveolar
quanto no interior do granuloma (Figuras 10A, 10B, 10C e 10D). No septo alveolar a
quantidade de fibras colagenas foi maior no grupo SIL em relacdo ao grupo C
(152%), sendo que os animais tratados com CMMO apresentaram a mesma
quantidade de fibras colagenas que o grupo C (Figura 10E). Quando quantificadas
as fibras colagenas no interior do granuloma, houve uma reducédo significativa do
namero de fibras colagenas entre o grupo SIL-Cell em relagdo ao grupo SIL (65%)

(Figura 10F).
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Figura 10 — Deteccao de fibras colagenas e quantificagcdo do contetido de colageno. Os grupos C e
SIL (camundongos instilados com salina 50 pl ou silica, 20 mg/50 pl salina, respectivamente) foram
tratados com CMMO (2 x 10°%, iv — C-Cell and SIL-Cell, respectivamente). Fotomicrografias do
parénquima pulmonar corados com Sirius Red [Grupos C (A), C-Cell (B), SIL (C) e SIL-Cell (D)].
Representacéo grafica da quantificacdo do conteldo de colageno no septo alveolar (E) e no interior
do granuloma (F). Os valores correspondem a média + erro padrdao da média (EPM) de 5-8
camundongos/grupo com 15 determinagbes por animal. *Significativamente diferente de C,
#Significativamente diferente do grupo SIL (p<0,05).
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IV.3 — Deteccao do cromossomo Y

Para garantir a integridade do DNA extraido, foi realizado o PCR em tempo
real de um gene constitutivo - GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) das amostras, evidenciando a viabilidade do material (Figura 11).
As curvas de amplificacdo do gene alvo (SRY) foram normalizadas pelo gene
constitutivo (GAPDH), e foi usada a técnica de comparacao por AACT (LIVAK &
SCHMITTGEN 2001). O PCR em tempo real detectou sinal do gene alvo nos
controles positivos; no entanto, nao foi capaz de detectar nenhum sinal especifico do

gene alvo nos grupos C-Cell e SIL-Cell (Figura 12).
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Figura 11 — Curva de amplificacdo do SRY e GAPDH.
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Figura 12 — Nivel de deteccao do gene SRY em relagdo aos controles positivos: pulmao de fémea +
CMMO (2 x 108, 10% e 2 x 105). A normalizacdo dos produtos é gerada pela diferenga entre o nimero
de ciclos dos dois produtos e pelo sinal gerado pelo DNA do controle positivo (Z'MC‘). Nao se
observou sinal do gene no grupo SIL-Cell no 152 dia [tratamento com CMMO (2 x 10°, iv)].
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V. DISCUSSAO

No presente estudo, a terapia com células mononucleares derivadas de
medula éssea atuou tanto na fibrogénese, diminuindo o conteudo de fibras
colagenas no parénquima pulmonar e no granuloma, como no processo inflamatério
reduzindo o numero de macréfagos ativados, levando a melhora morfo-funcional
pulmonar.

Apesar da silicose em humanos se desenvolver ao longo dos anos, estudos
experimentais demonstraram que mesmo uma exposi¢cao Unica a particulas de silica
leva a modificagées funcionais e histoldégicas (BORGES e cols 2001, FAFFE e cols
2001, BORGES e cols 2002). Histologicamente, a silicose é caracterizada pela
presenca de granulomas, espessamento do septo alveolar e acumulo de células
inflamatérias, como por exemplo, macréfagos (DELGADO e cols 2006). Uma vez
ativado, os macréfagos liberam citocinas e/ou fatores de crescimento que estimulam
a producdao de colageno pelos fibroblastos (DELGADO e cols 2006). Para o
desenvolvimento do modelo experimental de silicose, os animais foram instilados
com 20 mg de silica em 50 ul de solucdo salina, protocolo previamente desenvolvido
e utilizado por Borges e colaboradores (2001, 2002) e Faffe e colaboradores (2001).

No presente estudo, a exposicao a particulas de silica resultou em inflamacao
e fibrose pulmonar, semelhantemente ao observado em estudos prévios (BORGES e
cols 2001, FAFFE e cols 2001, BORGES e cols 2002). Tais modificacdes
histoldégicas acarretaram alteragdes significativas dos parametros mecanicos, tais
como: elastancia estatica do pulméo (Est,L) e pressdes necessarias para vencer 0s
componentes resistivos (AP1) e viscoelasticos (AP2) do pulm&o em comparagédo ao
grupo C (Est,L=177%, AP1,L=177%; AP2,L=150%). As modifica¢cdes observadas em

AP1,L podem ser atribuidas a infiltracédo celular intrabronquial obstruindo o lumen, e
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as alteracées em Est,L e AP2,L podem estar associadas a presenca de colapso
alveolar, edema intersticial e presenca de granulomas. O uso de células
mononucleares derivadas de medula éssea evitou as alteragcdes em Est,L, AP1,L e
AP2,L. E interessante ressaltar que apesar da terapia com células mononucleares
derivadas de medula 6ssea ter impedido as modificacdes nos parametros funcionais,
apenas minimizou as alteracdes histoldgicas, onde observou-se menor nimero e
tamanho de granulomas no tecido pulmonar. Similarmente, na pratica clinica, na
fase inicial da silicose, apesar da presenca de granulomas pode nao haver
alteragdes funcionais (TERRA FILHO & SANTOS 2006), demonstrando que nao
necessariamente ocorre correlacdo entre achados histolégicos e da mecénica
pulmonar.

Os animais instilados com silica (SIL) apresentaram aumento significativo do
namero de macrofagos F4/80 positivos e do niumero de macrofagos ativados no
parénquima pulmonar, enquanto que a terapia com as células mononucleares
derivadas de medula 6ssea evitou 0 aumento do numero de macréfagos F4/80
positivos. Os macrofagos alveolares, na silicose, estédo relacionados a manutencao
do processo inflamatério em um ciclo vicioso: ao fagocitarem a particula de silica,
estes sdo ativados e danificados, liberando a particula de silica fagocitada no
ambiente pulmonar, para entdo outro macréfago fagocitar a mesma particula de
silica e perpetuar o processo (GREENBERG e cols 2007, GILBERTI e cols 2008). O
termo “macroéfago ativado” indica uma maior capacidade de fagocitose do macréfago.
Os sinais de ativagao incluem citocinas, como por exemplo, IFN-y, GM-CSF e TNF-a
(FUJIWARA & KOBAYASHI 2005). Apés a ativacdo de macréfagos ocorre liberagéao
de espécies reativas de oxigénio e fatores fibrogénicos, levando a ativagdo e

proliferacdo de fibroblastos, com consequente deposicdo de fibras colagenas,
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contribuindo para o processo de fibrose pulmonar. No entanto, a terapia com as
células mononucleares derivadas de medula 6ssea, além de evitar o aumento do
namero de macrofagos, também evitou o aumento do numero de macréfagos
ativados no parénquima pulmonar, levando a uma reducao do processo inflamatorio.
No granuloma, contudo, ndo houve diferencas no niumero de macréfagos ativados,
assim como nao houve diferencas no percentual de células mononucleares e
polimorfonucleares por area de granuloma entre os animais com silicose tratados ou
nao com células mononucleares derivadas de medula 6ssea. Logo, a terapia celular
reduziu o processo inflamatério no parénquima pulmonar, no entanto, quando
observado o processo inflamatério no granuloma, ndo houve reducdo do mesmo.
Sugerindo que uma vez formado o granuloma, o processo inflamatério ndo se
encontra alterado naquele nicho.

Quando o processo de fibrose pulmonar foi analisado a partir da quantificacédo
de fibras colagenas, observou-se aumento significativo do conteudo de fibras
colagenas no septo alveolar e no granuloma nos animais instilados com silica (SIL).
O tratamento com as células mononucleares derivadas de medula éssea diminuiu a
fibrose pulmonar no parénquima pulmonar e granuloma. Em estudos anteriores,
observou-se a migracdo de células-tronco derivadas de medula déssea para o
pulmdo, com consequente diferenciacdo das mesmas em fibroblastos e
miofibroblastos, que sdo responsaveis pela secrecdo de componentes da matriz
extracelular, como por exemplo, o colageno, o que poderia contribuir ainda mais
para a progressao da fibrose pulmonar (HASHIMOTO e cols 2004, SPEES e cols
2007). No entanto, no presente estudo ndo foram observados tais efeitos deletérios,
sendo que o resultado benéfico observado no processo de fibrose pulmonar pode

estar relacionado ao tempo curto entre a instilacao de silica e a injecdo das células
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mononucleares derivadas de medula éssea (uma hora apoés inducao do modelo de
silicose), ndo havendo tempo suficiente para a formacdo de um ambiente pulmonar
propicio para a diferencicao de tais células em fibroblastos e miofibroblastos, como
descrito previamente (HASHIMOTO e cols 2004, SPEES e cols 2007).

Diversos trabalhos vém demonstrando resultados satisfatérios em relagao ao
uso de células derivadas de medula 6ssea em doencas respiratérias (KOTTON e
cols 2001, ORTIZ e cols 2003, ROJAS e cols 2005, ZHAO e cols 2008). No entanto,
nenhum trabalho anterior ao nosso, demonstrou os efeitos da terapia com células
mononucleares derivadas de medula 6ssea na mecanica pulmonar. As células
mononucleares derivadas de medula 6ssea selecionadas em detrimento de outros
tipos celulares, objetivando poder utilizar o mesmo protocolo de terapia celular para
casos clinicos. Nesse contexto, uma vantagem do uso de células mononucleares
derivadas de medula 6ssea na pratica clinica é a facilidade de obtencao de tais
células, acarretando menor manipulacdo, uma vez que nao precisam ser cultivadas
durante longos periodos e, com isso, reduzindo o risco de contaminacdo. Uma vez
observada a melhora morfo-funcional pulmonar, resolvemos analisar a presencga das
células mononucleares derivadas de medula 6ssea no parénquima pulmonar. As
CMMO foram obtidas de camundongos doadores machos e, em seguida, injetadas
em camundongos receptores fémeas. Primeiramente, foi realizada a técnica de
hibridizacao in situ fluorescente (FISH), no entanto, dado a birrefringéncia das
particulas de silica e sua consequente autofluorescéncia, nao foi possivel o uso de
técnicas de microscopia confocal. Além disso, no presente estudo, diferentemente
de estudos anteriores (BORGES e cols 2001, FAFFE e cols 2001, BORGES e cols
2002) foram utilizados camundongos C57BL/6, uma vez que nosso objetivo era

utilizar camundongos doadores transgénicos, que expressavam a Green
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Fluorescence Protein (GFP). A GFP ¢é expressa em todas as células do
camundongo, fato que proporciona a diferenciacdo entre as células do
camnundongo receptor e as células provenientes do camundongo doador, no
entanto, devido a birrefringéngia das particulas de silica, também foi inviavel a
caracterizacao das células dos doadores através da visualizacao de células GFP. A
seguir, a presenca das células mononucleares derivadas de medula éssea
proveniente de doadores machos, que foram injetadas em animais receptores
fémeas, foi analisada através da técnica de PCR em tempo real para deteccéo do
gene SRY, especifico do cromossomo Y. A sensibilidade do nosso protocolo nos
permitiu observar a amplificacdo do gene alvo até a concentragcdo de dez
picogramas, ou seja, o equivalente a quantidade de DNA gendémico de duas células
dipléides (KUDDUS e cols 2004, PIRKER e cols 2004). Com o método utilizado
podemos observar a amplificacdo do gene alvo nos controles positivos, no entanto,
nao foi capaz de detectar o gene alvo no tecido pulmonar dos animais controle e dos
animais instilados com silica que receberam o tratamento com as células
mononucleares derivadas de medula 6ssea (C-Cell e SIL-Cell, respectivamente).
Logo, a melhora nos parametros morfo-funcionais parece nao ter sido pela
permanéncia das células mononucleares derivadas de medula éssea no tecido
pulmonar. Contrariamente, diversos outros estudos constataram a presenca das
células derivadas de medula 6ssea no parénquima pulmonar, apesar destas se
apresentarem em niveis tdo baixos (ORTIZ e cols 2003) que nao seriam capazes de
induzir melhora do processo inflamatério (GUPTA e cols 2007, XU e cols 2007).
Nesse contexto, Ohnishi e colaboradores observaram em modelo murino de hip6xia,
que apos a terapia com células mononucleares derivadas de medula éssea, houve

um maior aumento da expressdo génica de citocinas proé-inflamatérias, quando
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comparada com a terapia celular utilizando-se outras células-tronco adultas,
constatando-se um maior efeito paracrino das CMMO (OHNISHI e cols 2007). Logo,
a melhora dos processos inflamatérios e de fibrose pulmonar poderia ser atribuida a
um efeito paracrino, onde as CMMO, produzem e/ou induzem a secrecao de
citocinas e fatores de crescimento (CAPLAN & DENNIS 2006, GNECCHI e cols
2008).

O presente trabalho apresenta algumas limitacdes: 1) utilizou-se um modelo
especifico de fibrose pulmonar induzido pela silica. Logo, ndo podemos extrapolar
esses dados para outros modelos experimentais de fibrose e diferentes graus de
lesdo pulmonar; 2) a terapia na silicose foi realizada com células mononucleares
derivadas de medula éssea. Dessa forma, nao é possivel atribuir a nenhuma célula
em especial os resultados benéficos observados. No entanto, tais células foram
escolhidas pela possibilidade da realizacao futura de estudos clinicos; 3) 0 momento
da injecdo das células mononucleares de medula éssea, logo ap6s a indugéo do
modelo de silicose. Como nao existem dados na literatura sobre os efeitos da terapia
com células derivadas de medula 6ssea em modelo de fibrose induzida por silica,
optou-se pelo tempo de uma hora para a injecao de células. Certamente, outros
estudos deverdo ser realizados utilizando-se diferentes momentos para a terapia
celular; 4) analise do cromossomo Y somente no dia 15. Logo, caso tal estudo fosse
realizado mais precocemente talvez fosse possivel evidenciar a presenca do

cromossomo Y.
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VI. CONCLUSOES

A terapia, com as células mononucleares derivadas de medula 6ssea, atuou
no processo inflamatério inibindo o aumento do numero de macréfagos, e na
fibrogénese, diminuindo o conteudo de fibras coldgenas no septo alveolar e no
granuloma, levando a melhora dos parametros morfo-funcionais. No entanto, tais
modificacées nao foram determinadas pela permanéncia das células mononucleares
derivadas de medula 6ssea no tecido pulmonar, sugerindo que a melhora observada

pode ser atribuida a um possivel efeito paracrino.
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