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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
RESUMO

INFLAMACAO ALERGICA MODIFICA O FENOTIPO E A FUNCIONALIDADE
DE FIBROBLASTOS PULMONARES EM CULTURA 3-D

A fibrose subepitelial € uma caracteristica marcante do remodelamento pulmonar
observado na asma. Esse fenbmeno esta fortemente relacionado ao declinio da
funcdo pulmonar, mas sua base mecanistica é ainda pouco compreendida. Uma
vez que os fibroblastos pulmonares sao as principais células estruturais que
orquestram o remodelamento fibrético na asma, neste estudo comparamos as
alteraces morfoldgicas e funcionais de fibroblastos pulmonares de camundongos
sadios e asmaticos, cultivados em um arranjo celular tridimensional organizado
(esferdides). A idéia central foi a obtencdo de esferéides de fibroblastos
pulmonares como um sistema alternativo para o estudo do remodelamento do
tecido pulmonar in vitro. Camundongos Balb/c foram desafiados com ovoalbumina
ou salina trés vezes por semana durante duas semanas consecutivas, 30 dias apos
a sensibilizacdo. Passadas 24 h apds a ultima provocacao antigénica, células
resultantes da digestdo pulmonar foram cultivadas, e uma cultura homogénea de
fibroblastos pulmonares foi obtida (em terceira passagem) e, cultivada em placas
de 96 pocos tratadas com agarose, na presenca ou auséncia de IL-13 (10-80
ng/mL). A fibrose subepitelial, o infiltrado leucocitario, a liberacdo de citocinas, a
producdo de colageno, e fibronectina foram avaliados através de coloracdes
especificas, ELISA, Sircol e imunomarcacao, respectivamente. Observamos que a
provocacdo alergénica conduz a uma marcada resposta inflamatéria pulmonar
predominantemente eosinofilica, e sinais expressivos de remodelamento das vias
aéreas e deposicao de proteinas de matriz. Essas mudancas foram acompanhadas
pela elevacdo dos niveis de IL-13, eotaxina-1, IL-4 e IL-5, mensuradas em
amostras de tecido pulmonar. NGs também observamos que fibroblastos obtidos de
camundongos sadios (pulméao controle) ou camundongos ativamente sensibilizados
e desafiados (pulmdo remodelado) formaram esferbides em 24 h de cultivo.
Esferdides de fibroblastos de pulmao controle apresentaram menor tamanho e
expressaram menos componentes de matriz (fibronectina e colageno), quando
comparados a esferdides de pulmdes remodelados. Interessantemente, esferbdides
controle expostos a IL-13 assemelharam-se aqueles formados por fibroblastos de
pulmdes remodelados, particularmente em relacdo a maior geracao de fibronectina,
colageno e eotaxina-1. Em conclusao, estes resultados mostram que o cultivo de
esferdides formados por fibroblastos pulmonares de camundongos
antigenicamente desafiados exibem diferencas fenotipicas e morfoldgicas,
relacionadas ao reparo tecidual e remodelamento das vias aéreas, reforcando a
idéia de que mudancas adquiridas por fibroblastos durante eventos de
remodelamento possam persistir em geracdes futuras dessas células, contribuindo
para a patogénese da asma.
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ABSTRACT

ALLERGIC INFLAMMATION MODIFIES THE PHENOTYPE AND
FUNCTIONALITY OF LUNG FIBROBLASTS IN 3D-CULTURE

Subepithelial fibrosis is a prominent feature of lung remodeling in asthma of all
severities. The phenomenon strongly correlates with decline in lung function, but the
mechanistic basis of it remains poorly understood. Since lung fibroblasts are major
structural cells orchestrating fibrotic remodeling in asthma, we have here studied
and compared the morphological and functional changes of lung fibroblasts, from
normal and “asthmatic” mice, cultured in a three-dimensional organized cellular
arrangement (spheroids). The central idea was to have lung fibroblast spheroids as
an alternative system to study lung tissue remodeling in vitro. Sensitized Balb/C
mice were challenged with ovalbumin or saline three times a week for two
consecutive weeks, starting 30 days post-sensitization. 24 h after last provocation,
digested lung cells were cultured, and homogenous lung fibroblasts (obtained in
three passages) were eventually plated on agarose coated 96-well plastic dishes,
without/with IL-13 (10-80 ng/ml). Subepithelium fibrosis, leukocyte infiltration,
cytokine release, collagen and fibronectin production were assessed by specific
staining, ELISA, Sircol and immunostaining, respectively. We found that allergen
provocation led to marked lung inflammatory response predominantly eosinophilic,
and expressive signs of airway remodeling and matrix protein deposit. These
changes were accompanied by elevation in IL-13, eotaxin-1, IL-4 and IL-5 levels,
measured in lung tissue samples. We also noted that lung fibroblasts obtained from
healthy mice (control lung) or actively sensitized and challenged mice (remodeled
lung) consistently evolved to spheroid clusters within 24 h of culture. Spheroids from
fibroblasts from control lungs were found to be smaller and expressed less matrix
components (fibronectin and collagen) as compared to those from remodeled lungs.
Interestingly, exposure to IL-13 made spheroid from controls appear quite similar to
those formed with fibroblasts from remodeled lungs, particularly concerning
fibronectin, collagen and eotaxin-1 generation. In conclusion, these findings show
that cultured spheroid formed by lung fibroblasts coming from allergen-challenged
mice exhibit phenotype and functional differences, related to repair and airway
remodeling, reinforcing the view that changes acquired by fibroblast experiencing
remodeling events may persist in future generations of these cells, what could
contribute to the pathogenesis of asthma.
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1. Introducéo

1.1. Asma

A asma é um grave problema de salde publica. A doenca afeta pessoas de
todas as faixas etarias e, quando n&do controlada, pode ser fatal. A prevaléncia da
asma tem aumentado nas ultimas décadas, acometendo cerca de 300 milhdes de
pessoas em todo o mundo (Masoli e cols., 2004). O Brasil € o 8° pais em
prevaléncia de asma. Segundo o DATASUS (Informacdes de Saude — SUS), a
doenca foi a segunda causa de hospitalizacdo no ano de 2001. Estima-se que o
custo total com servicos publicos relacionados a asma no Brasil seja de 35
milhdes de dodlares por ano (Jardim & Nascimento, 2007).

A asma € uma doenca inflamatéria crénica caracterizada pela obstrucao
reversivel das vias aéreas, hiperreatividade bronquica e denso infiltrado
inflamatorio pulmonar, predominantemente eosinofilico. O processo € marcado
pela producdo aumentada de IgE, ativacdo mastocitaria e uma polarizacdo da
resposta Th2 com elevacdo nos niveis de citocinas como IL-4, IL-5, IL-13,
guimiocinas e remodelamento tecidual. Episodios recorrentes de tosse, sibilo,
sensacao de opressao toracica e falta de ar constituem os principais sintomas
desta doenca, 0s quais séo reversiveis de forma espontanea ou apos tratamento
(Bousquet e cols., 2000; Bateman e cols.; 2008).

A asma é o resultado da interacdo entre varios fatores genéticos e ambientais.
A maioria dos pacientes asmaticos apresenta uma resposta aguda de
hipersensibilidade imediata a antigenos ambientais inalados (Folli e cols., 2008). O
inicio desta resposta ocorre quando alérgenos que entram nas vias aéreas
ultrapassam as barreiras do trato respiratério, e sdo reconhecidos, fagocitados,
processados e apresentados pelas células dendriticas presentes no pulméo, via
MHC de classe Il. As células T CD4 especificas para este alérgeno que se
encontram nas vias aéreas reconhecem o antigeno através do TCR (receptor de
reconhecimento das células T). A apresentacdo do alérgeno por células

dendriticas, juntamente com sinais co-estimulatérios, leva a uma rapida ativacao



desses linfécitos (Cohn e cols., 2004). A ativagéo dos linfécitos T CD4 promove a
diferenciacdo desta célula em subpopulacbes Thl ou Th2, além de induzir a
proliferacdo dessas células e a liberacédo de diversos mediadores inflamatorios. Os
subtipos de linfocitos T CD4 séo classificados em Thl e Th2 de acordo com o
perfil de citocinas liberados por essas células. O subtipo Th2 controla a resposta
alérgica através da producédo de citocinas, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (Renauld,
2001; Cohn e cols., 2004; Galli e cols., 2008).

Uma vez que as vias aéreas tenham sido sensibilizadas, a re-exposicdo a
alérgenos conduz a uma reacéo de fase aguda, conhecida como reacédo alérgica
de fase imediata ou reacdo de hipersensibilidade imediata tipo I. Em muitos
individuos, esse processo pode ser seguido por uma reacdo de fase tardia
(Vignola e cols., 2002; Galli e cols., 2008).

A fase imediata da reacdo alérgica é iniciada quando um individuo atépico
previamente sensibilizado entra em contato com o alérgeno. Este antigeno se
ligarda as IgEs que se encontram associadas aos receptores especificos de alta
afinidade FceRI, situado nas membranas de mastécitos e basofilos. A ligacdo do
aléergeno as IgEs promove a ativacdo dessas células com consequente
degranulacdo. Assim, ocorre a liberacdo de histamina, producdo de eicosandides
e espeécies reativas de oxigénio que induzem contracdo das vias aéreas, secrecao
de muco e vasodilatacdo (Bousquet e cols., 2000).

A fase tardia da reacéo alérgica compreende eventos celulares e a producao e
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios e ocorre entre 6 e 9 h apds o contato
com o alérgeno. Essa fase envolve o recrutamento e a ativacdo de eosindfilos,
células T CD4", basdfilos, neutrofilos e macréfagos. As células Th2 produzem
citocinas inflamatdrias que sédo capazes de amplificar a sua propria proliferacéo,
de células B e eosindfilos, dando continuidade ao ciclo de ativagcdo novamente
(Busse & Rosenwasser, 2000).

Na asma, a parede das vias aéreas € infiltrada com células TCD4, e
eosindfilos. Mastdcitos, macrofagos, plasmdécitos e neutréfilos sao variavelmente
aumentados em numero. A neutrofilia € encontrada em casos de asma grave ou

em exacerbacfes. No limen das vias aéreas, ha a presenca de muco repleto de



macréfagos ativados, linfocitos, eosinéfilos e células epiteliais que se
desprenderam do tecido danificado (Cohn e cols., 2004; Hamide & Tulic; 2009).

A inflamacéo persistente em pacientes com asma leva a alteragdes estruturais
no parénquima pulmonar. Essas mudangas histopatolégicas, coletivamente
chamadas de remodelamento das vias aéreas, resultam da interacdo entre

mediadores inflamatorios e células estromais (Cohn e cols., 2004).

1.1.1. Remodelamento das vias aéreas

As doencas inflamatérias agudas sdo geralmente resolvidas através de
processos de reparo que restauram a estrutura e as fungbes normais do tecido.
Na asma crbnica, este processo torna-se desordenado e o reparo € ineficaz
conduzindo assim ao remodelamento de diversas estruturas pulmonares (Elias e
cols., 1999; Tattersfield e cols., 2002). O remodelamento designa um conjunto de
alteracdbes na composicdo, quantidade e organizacdo celular e molecular
observada nas vias aéreas de pacientes asmaticos que ocorrem em funcédo de um
desequilibrio entre regeneracéo e reparo tecidual (Cohn e cols., 2004; Bai, 2010).
A inflamacéo e o remodelamento séo processos interdependentes que influenciam
claramente a evolucdo clinica da doenca (Vignola e cols., 2003). Evidéncias
sustentam a interpretacdo de que o remodelamento ocorra (ou persista) como
resultado de um descontrole do processo inflamatério (Wilson & Bamford, 2001).

O remodelamento das vias aéreas na asma foi descrito pela primeira vez em
1922, por Hubert & Koessler, em casos de asma fatal. As alteracfes estruturais
observadas nesse processo incluem a perda de integridade epitelial,
espessamento da membrana basal, fiborose subepitelial, hiperplasia de células
mucigenas, aumento da musculatura lisa e angiogénese (Roche e cols., 1989;
Loyde & Robinson, 2004) (Figura 1.1).

Observacdes em pacientes asmaticos e em modelos animais sugerem que a
metaplasia e hiperplasia epitelial representam uma expressdo precoce de
remodelamento. As alteracdes epiteliais na asma incluem descamacao epitelial,

perda de células ciliadas, hiperplasia das células caliciformes e hipersecrecao de



muco (Ordonez e cols., 2000). As células epiteliais podem ainda modular o
processo de remodelamento através da producdo de citocinas e fatores de
crescimento que afetam a proliferagdo de fibroblastos e a produgdo de proteinas
da MEC. Os principais mediadores liberados pelo epitélio que participam
diretamente do remodelamento sdo TGF-B, PDGF, EGF, FGF, IGF-1, ET-1 e HB-
EGF (Tagaya & Tamaoki, 2007). Clinicamente, a extenséo da lesdo epitelial esta
relacionada a hiperresponsividade das vias aéreas (Boulet e cols., 1997; Bai,
2010), o que sugere que o grau de perda/renovacao do epitélio esta relacionado
com o desenvolvimento e a gravidade da asma.

A fibrose subepitelial € uma caracteristica marcante do remodelamento
tecidual observado na asma grave. A fibrose subepitelial ocorre na lamina
reticular, logo abaixo da membrana basal. Esse processo é caracterizado pela
acentuada deposicdo de proteinas de matriz extracelular, como fibronectina,
tenascina, colageno tipo I, Ill e V por fibroblastos (Roche e cols., 1989; Royce e
cols., 2009). A deposicdo de componentes da MEC nos tecidos € determinada
pelo balanco entre a producdo e a degradacdo de proteinas fibrilares. A
degradacdo de MEC é regulada por metaloproteinases (MMPSs), cuja atividade
pode ser controlada por uma familia de inibidores enddgenos, coletivamente
conhecidos como inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). O
desequilibrio entre a atividade de MMPs e TIMPs conduz freqiientemente a um
remodelamento defeituoso, favorecendo o acumulo de componentes da MEC e
consequentemente a fibrose (Brew e cols., 2000). O aumento de componentes da
MEC pode ndo somente levar a fibrose, mas também atuar como um reservatério
de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Esses mediadores
inflamatorios podem ser liberados rapidamente da MEC permitindo uma
sinalizacdo extracelular sem a necessidade de sintese protéica imediata,
perpetuando assim a inflamacédo (Bergeron & Boulet, 2007; Burgess, 2009). Além
disso, 0 espessamento da membrana basal correlaciona-se com a limitagcdo ao
fluxo de ar e a hiperreatividade brénquica (James e cols., 2001; Ward e cols.,
2001; Kasahara e cols., 2002; Shiba e cols.; 2002; Royce e cols., 2009).
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Em asmaticos, a massa muscular das vias aéreas é aumentada devido a
hiperplasia e hipertrofia de células musculares lisas. Inicialmente, essas células
eram consideradas relevantes apenas no fenbmeno de broncoconstriccdo, mas
atualmente sabe-se que elas possuem igualmente fungdes imunomoduladoras
cruciais. As células musculares lisas participam ativamente do processo
inflamatério e do remodelamento tecidual através da liberacdo de citocinas,
quimiocinas e proteinas da MEC, contribuindo para a progressao da doenca
asmaética (Panettieri, 2002; Johnson, 2001).

As alteragOes vasculares observadas no processo de remodelamento tecidual
na asma incluem o aumento da microvasculatura das vias aéreas e angiogénese
(Li & Wilson, 1997). Esse fendbmeno esta associado ao aumento da expressédo de
fator de crescimento endotelial (VEGF) (Hoshino e cols., 2001). As consequéncias
clinicas da angiogénese incluem uma maior propensédo a formacédo de edema que
contribui para o estreitamento das vias aéreas, e o0 aumento na distribuicdo de
mediadores inflamatorios nos pulmdes.

A gravidade da asma esta relacionada ao remodelamento das vias aéreas, a
reducdo da funcdo pulmonar, na maior dificuldade em controlar-se
satisfatoriamente os sintomas da doenca, e ao subsequente aumento no uso de
medicacdo sistémica, freqientemente associado a efeitos colaterais ndo menos
graves (Ten Hacken e cols., 2003; Bumbacea e cols., 2004; Tang e cols., 2006;
Locke e cols., 2007; Pare e cols., 2007). A compreensao dos eventos moleculares
envolvidos no remodelamento das vias aéreas pode facilitar o desenvolvimento de
novas ferramentas terapéuticas para prevenir ou reverter a perda da funcao

pulmonar observada na asma.
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Figura 1.1. Remodelamento das vias aéreas na asma. A exposicdo a antigenos
ambientais pode causar danos as vias aéreas, e individuos atépicos podem
desenvolver uma resposta inflamatoria persistente e, consequentemente
remodelamento tecidual (adaptado de Lloyde CM & Robinson DS, 2007).

1.1.2. Fibroblastos e Miofibroblastos

As mudancas estruturais observadas na asma eram consideradas apenas
como fendbmenos secundarios, consequentes da inflamacgéo persistente (Lloyde &
Robinson, 2007). Entretanto, a literatura atual propde uma visao alternativa da

patogénese da asma e enfatiza a importancia do microambiente estromal no



proprio processo inflamatério. Assim, células de origem mesenquimal, como 0s
fibroblastos, possuem um papel importante na manutencéo da inflamacéo cronica
observada na asma.

Os fibroblastos sdo células multifuncionais responsaveis pela homeostasia da
matriz extracelular. Eles sintetizam e degradam continuamente um grupo diverso
de moléculas extracelulares e seus receptores (Laurent e cols., 2007). Essas
células possuem um variado repertério biossintético e sédo capazes de amplificar a
inflamacéo devido a producdo de quimiocinas, citocinas e de proteinas de MEC
(Zhang e cols., 1996; Leslie e cols., 1992).

A principal atividade de fibroblastos ocorre em tecidos lesionados. Apds a
injuria tecidual, os fibroblastos migram para o local da lesdo, proliferam e
produzem componentes de matriz extracelular como colageno e fibronectina,
resultando na formacdo de um tecido de granulacdo. Simultaneamente, o0s
fibroblastos adquirem um fendtipo miofibroblastico (Hinz, 2007; Hardie e cols.,
2009). A finalizagdo do processo de reparo normal implica na perda da
contratiidade de miofibroblastos e diminuicdo de sua atividade de sintese,
eventualmente acompanhada por uma dramatica reducdo desse tipo celular por
apoptose (Desmouliere e cols., 1995). Em doencas cronicas caracterizadas pela
presenca de fibrose, a apoptose nédo ocorre e os miofibroblastos continuam ativos
no tecido (Desmouliere e cols., 2005; Gabbiane, 2003).

A diferenciacdo de fibroblastos a miofibroblastos envolve o desenvolvimento
de feixes contrateis. Essas fibras s&o inicialmente compostas por actina
citoplasmatica e sédo capazes de gerar uma pequena forca de tracdo (Hinz e cols.,
2001). Para diferencia-los de fibroblastos quiescentes, fibroblastos ativados que
passam a apresentar um aparato contratil sdo chamados de proto-miofibroblastos
(Tomasek e cols., 2002). Essa primeira mudanca fenotipica ocorre em resposta a
alteracdes na composicdo, organizacdo, e propriedades mecanicas da matriz
extracelular (Hinz & Gabbiani, 2003) e de citocinas localmente liberada por células
inflamatorias e células residentes (Werner & Grose, 2003). O aumento da tenséo
na MEC resultante do processo de remodelamento leva a diferenciacdo de proto-

miofibroblastos que passam a expressar a-actina de musculo liso (a-SMA). A



expressdo de a-SMA é precisamente controlada pela agédo conjunta de fatores de
crescimento como TGFB-1 e de proteinas especializadas da MEC como a
fibronectina ED-A (formada por “splicing” do dominio ED-A), assim como pela
tensdo isométrica imposta pela matriz extracelular (Tomasek e cols., 2002). A
incorporagao de a-SMA as fibras de estresse marca a diferenciacdo final a
miofibroblastos e aumenta significativamente a atividade contratil dessas células
(Figura 1.2) (Hinz e cols., 2001).

Diversos estudos tém considerado origens alternativas de fibroblastos na
fibrose como diferenciacdo, proliferacdo ou migracdo de fibroblastos, ou ainda,
transdiferenciacdo de células musculares e células epiteliais. Evidéncias indicam
que progenitores mesenquimais derivados da medula 6Ossea, denominados
fibrécitos, funcionam como precursores de miofibroblastos e podem contribuir para
a génese da fibrose subepitelial na asma (Schmidt e cols., 2003; Nihlberg e cols.,
2006; Lama & Phan, 2006). Os fibrocitos representam de 0,1% - 0,5% das células
na circulacdo sanguinea periférica e podem ser identificados pela expressao de
CD45, CD34, colageno |, CXCR4 e a-SMA (Phillips e cols., 2004; Gomperts &
Strieter, 2007; Wang e cols., 2008). Estudos demonstram que em pacientes e em
diversos modelos in vivo de asma alérgica, o processo de reparo e regeneragcao
do tecido pulmonar envolve o recrutamento seletivo de fibrocitos para a mucosa
brénquica, onde diferenciam-se a miofibroblastos (Chesney e cols., 1997; Schmidt
e cols., 2003; Abe e cols., 2004). Schmidt e colaboradores mostraram que
fibrécitos humanos circulantes adquirem um fendtipo miofibroblastico sob
estimulacdo in vitro com endotelina (ET-1) e TGF-B, citocinas fibrogénicas
produzidas em quantidades exageradas em vias aéreas asmaticas.
Adicionalmente, foi demonstrado que a a¢éo conjunta de SCF e IL-13 exerce um
importante papel no remodelamento das vias aéreas por promover o recrutamento
de fibrocitos para os pulmdes e induzir a diferenciacdo desses progenitores a
miofibroblastos. Além disso, o tratamento com anticorpos neutralizantes
especificos para SCF reduz significativamente o processo de remodelamento das
vias aéreas e suprime o recrutamento de fibrdcitos para os pulmdes (Dolgachev e
cols., 2009).



Um segundo mecanismo descrito para uma origem alternativa de
miofibroblastos em condi¢cdes fibréticas baseia-se na transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT), processo pelo qual células epiteliais transdiferenciam-se a
fibroblastos/miofibroblastos (Scotton & Chambers, 2007; Eyden, 2008). Nesse
processo células epiteliais perdem suas principais caracteristicas fenotipicas e
assumem algumas caracteristicas mesenquimais. Assim essas células exibem
uma perda na adesdo célula-célula, aumento na motilidade e alteraces
morfolégicas e passam a expressar vimentina, a-SMA, desmina, e FSP-1 (proteina
especifica de fibroblastos-1). A expressdo de FSP-1 tem sido descrita como um
marcador de EMT (Eyden, 2008; Hardie e cols., 2009).
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Figura 1.2. Diferenciacdo de fibroblastos a miofibrobroblastos (adaptado de

Tomasek e cols., 2002).



1.1.3. Modelos experimentais de asma

Os mecanismos fisiolégicos exatos do desenvolvimento da asma, em
particular, a complexa interacdo entre células inflamatérias com células
estruturais, como células musculares lisas, fibroblastos ou neurénios ainda néo
sdo totalmente compreendidos. Para melhor compreensdo da doenca e,
posteriormente, desenvolvimento de novos medicamentos eficazes, o uso de
modelos animais é essencial, assim como a utlizacdo de modelos in vitro

envolvendo cultura de células (Braun e cols., 2008).

1.1.4. Modelos animais in vivo

Os modelos animais in vivo oferecem informacfes valiosas sobre aspectos
gerais da patologia e para o tratamento da asma. Os modelos murinos de
inflamagé@o alérgica tém sido uteis na definicio da fungdo de determinados
mediadores ou células envolvidas nesse processo. Entretanto, a composicéo e a
localizacdo da inflamacdo em modelos experimentais de asma alérgica aguda
diferem do processo observado em individuos com asma (Kips e cols., 2003;
Fulkerson e cols., 2005).

Em geral, os modelos murinos de asma alérgica envolvem uma etapa inicial
de sensibilizacdo sistémica com uma determinada proteina (ovoalbumina, por
exemplo) conjugada a um adjuvante. Apds algumas semanas, sao feitos desafios
locais, utilizando-se a mesma proteina alergénica (Lloyde e cols., 2001). Esses
modelos tem sido (teis para elucidar os mecanismos que conduzem ao
desenvolvimento da inflamac&o e hiperreatividade das vias aéreas. Entretanto,
esses protocolos com uma Unica sensibilizacdo e desafio ndo induzem uma
inflamacdo cronica ou alteracdes estruturais como as observadas na asma
humana. Além disso, o fenébmeno inflamatoério e a AHR desaparecem apds cessar
as exposicdes ao antigeno (McMillan & Lloyde, 2004).

Mais recentemente, foram desenvolvidos modelos com longas rotinas de

exposicdes antigénicas, muitas vezes envolvendo varios meses, objetivando-se a
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reproducdo de aspectos mais cronicos da asma. Geralmente esses modelos
cronicos demonstram consideravelmente menos inflamagdo eosinofilica
nos pulmdes, entretanto, mostram evidéncias de remodelamento com aumento da
deposicao de coladgeno e de musculatura lisa, além de hiperplasia de células
caliciformes (Lloyde & Robinson, 2007).

1.1.5. Modelos experimentais in vitro

Sistemas tradicionais de cultivo celular in vitro sdo importantes para delinear
algumas funcdes de células inflamatorias e estruturais pulmonares. Diversos tipos
celulares podem ser analisados in vitro como células dendriticas, mastocitos,
eosindfilos, basofilos e linfocitos, sejam em culturas unicelulares ou em co-cultura.
Pode-se ainda analisar a funcdo de células estruturais, como células epiteliais,
células musculares lisas e fibroblastos. As células podem ser oriundas de
linhagens celulares imortalizadas, comercialmente disponiveis ou ainda células de
culturas primarias isoladas de espécimes cirdrgicos ou post mortem. O cultivo
celular in vitro tem permitido examinar os efeitos de mediadores inflamatorios e
pro-fibréticos sobre uma ampla gama de fungdes celulares como proliferacao,
secrecdo de mediadores, metabolismo de componentes da MEC e, secrecédo de
proteases (Lloyde & Robinson, 2007).

Outra opcado para estudos in vitro € a utilizacdo de explantes de pulméo, no
gual fragmentos pulmonares humanos ou de animais sdo removidos e cultivados
por um periodo de dias ou semanas. Através da utilizacdo de explantes
pulmonares € possivel avaliar efeitos imunomoduladores e compreender
processos relacionados a asma no tecido. Comparado aos modelos de cultivo
celular, a grande vantagem do uso de explantes de 6rgaos € a sua complexidade
(Huang e cols., 2009).
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1.2. Sistemas tridimensionais de cultivo celular

Nas ultimas quatro décadas, sistemas de cultura 3D em esferdides tém sido
aplicados em pesquisas biomédicas. Os pioneiros nessa area foram os
embriologistas J. Holtfreter & A. Moscona que desenvolveram a metodologia de
agregados celulares entre 1940 e 1950. Em 1971, essa metodologia foi adaptada
por Sutherland e colaboradores para a pesquisa em cancer, onde o principal
objetivo foi desenvolver um modelo in vitro adequado ao crescimento tumoral a ser
aplicado em radiobiologia. Os agregados celulares foram denominados esferéides
e vem sendo valorizados como estruturas funcionais relevantes por conservarem
uma arquitetura tridimensional e fungfes celulares semelhantes as encontradas
nos tecidos. Desde entdo, o espectro de investigacbes sobre esferdides
multicelulares de tumores (MCTS) tem aumentado rapidamente e expandido para
outras areas da pesquisa biomédica e em biologia celular basica (Kunz-Schughart,
1999). Em comparacdo aos metodos de culturas celulares tradicionais, em
suspensdao ou em monocamadas, reagreagados celulares em sistemas
tridimensionais podem preservar caracteristicas similares aos tecidos em
organismos Vvivos, por exemplo, interacbes célula-célula e célula-matriz, que
permitem estudos mais representativos sobre mecanismos celulares e teciduais
(Cukierman e cols., 2001).

Nos tecidos de mamiferos, as células estdo conectadas entre si e a matriz
extracelular formando um complexo microambiente tridimensional. A matriz
extracelular é formada por uma rede de proteinas estruturais como colageno,
elastina e proteinas adesivas como fibronectina e laminina que estdo imersas em
um gel de glicosaminoglicanos (GAG) e proteoglicanos (Burgess, 2009). O contato
entre as células e a matriz extracelular, via integrinas, afeta muitas funcdes
celulares tais como proliferacédo, diferenciacdo, migracao, apoptose e morfologia.
Entretanto, para estudar esses processos, as células sdo geralmente isoladas dos
tecidos através de dissociacdo mecanica e/ou enzimatica. Posteriormente, séo
cultivadas em monocamadas. Estes sdo sistemas bidimensionais (2D) e o

substrato € geralmente uma superficie plana e rigida, como placas de plastico ou
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vidro. Essa condicdo altera as interagfes entre as células, a matriz extracelular e o
complexo organizacional de integrinas e moléculas do citoesqueleto, modificando
a morfologia celular e influenciando diversas func¢des celulares. Em raz&o dessas
observacfes, atualmente questiona-se até que ponto sistemas de cultura 2D
representam situacées que ocorrem em organismos vivos (Boudreau & Jones,
1999; Walpita & Hay, 2002; Rossi e cols., 2005 ).

Esferdides podem conter uma extensiva rede de matriz extracelular que difere
em quantidade e organizacdo da MEC observada em células cultivadas em
monocamadas. Supde-se que o0 ambiente tridimensional da cultura em esferdides
induza o aumento da producédo de componentes da MEC. Ademais, a composi¢cao
da MEC parece ser diferentemente regulada em esferbides e células em
monocamadas (Mueller-Klieser, 1997; Nederman e cols., 1984; De Lange Davies
e cols., 1997). Glimelius e colaboradores (1988) demonstraram que esferoides
formados por células oriundas de gliomas humanos apresentaram maior
guantidade de proteoglicanos e fibronectina quando comparado a producao
desses componentes observada em cultura convencional de monocamadas. A
matriz extracelular também esta envolvida na formacao de esferdides. A interacéo
entre fibronectina e integrinas é requerida para a agregacao de fibroblastos
humanos da derme em esferdides. A formacdo desses agregados mostrou-se
dependente da interacdo dos dominios RGD de fibronectina com a integrina a5p1
e parece ser independente da integrina aV (Salmenpera e cols., 2008).

Os modelos de cultivo tridimensionais séao utilizados em uma ampla gama de
estudos em biologia celular, incluindo biologia tumoral, mecanismos de adeséao
celular, migracdo, morfogénese, proliferacédo, diferenciacdo, apoptose e respostas
imunes (Pampaloni e cols., 2007). Atualmente, enfatiza-se o potencial econémico
e de predicao de eficacia clinica da utilizacdo de esferdides celulares na selecao
preliminar de compostos mais ativos de um grande grupo de candidatos a novas
drogas e para a substituicdo de alguns modulos de ensaios em animais (Friedrich
e cols., 2009).
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1.2.1. Tecnologias de cultivo de esferdides celulares

Esfer6ides celulares sdo sistemas simples de cultivo tridimensional, que
aproveitam a tendéncia natural de muitos tipos celulares em formar agregados. O
principio basico da formacdo de esferdides é a modulacdo das condi¢cdes de
cultivo, de forma que a interagcdo das células com o substrato seja reduzida,
favorecendo, assim, interagcBes homotipicas célula-célula. Os esferéides podem
ser obtidos de uma cultura unicelular ou de co-cultura (esferéides mono ou
multicelulares, respectivamente) (Rossi e cols., 2005; Pamplone e cols., 2007).

A manipulacdo facil e rapida tanto na etapa de cultivo quanto na fase de
analise dos esferbides € essencial para a integracao desse sistema em testes de
rotina. Varias técnicas para o cultivo de esferoides tém sido descritas, enfatizando
as suas vantagens e desvantagens individuais (Friedrich e cols., 2009). Os

principais métodos para a obtengéo de esferoides sao:

i) Sistema de cultura rotativa

Nestes sistemas, as células sdo semeadas em agitadores giratérios, que
se movem continuamente impedindo a adesao celular a superficie (Schwartz,
1992). Essa técnica fornece um sistema adequado para o cultivo em larga
escala e para a manutencdo de esferdides em condicbes Otimas de

suprimento de nutrientes durante um longo periodo (Friedrich e cols., 2009).

ii) Sistemas de cultura estacionaria

e Tecnologias de cultura estacionaria incluem o crescimento de
esferéides em placas de 96 pocos com fundo arredondado onde a
superficie é revestida com uma fina camada de substancias nao
adesivas como agarose ou poli-hidréxi etil metacrilato (poli-HEMA)

(Carlsson; 1984). Essa técnica permite a formacdo de um Unico e
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uniforme esferéide por poco, garantindo alta reprodutibilidade aos

ensaios.

e No método de gota pendente ou suspensdo em gota (“hanging drop”),
as células sdo centrifugadas em tubos cénicos. E posteriormente, a
massa celular compactada € gentilmente transferida para placas de
cultura (Timmins e cols., 2005; Kelm e cols., 2003). Essa metodologia
resulta na formacdo de multiplos esferéides que apresentam uma ampla
variacdo em tamanho. E, portanto, exige uma selecdo de esferbides
com tamanhos semelhantes para obtencdo de um grupo

morfologicamente homogéneo.

Diversos meéetodos de analise, basicos ou complexos, sdo utilizados para a
avaliagdo de esferoides celulares viaveis, fixados ou dissociados. Hoje,
praticamente todos os instrumentos modernos de analise, incluindo técnicas
moleculares, podem ser adaptados a cultura de esferoides (Kunz-Schughart e
cols., 2004).
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2. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi a padronizacdo de um sistema de cultivo
tridimensional de fibroblastos pulmonares capaz de reproduzir caracteristicas

compativeis ao remodelamento das vias aéreas observadas na asma cronica.

2.1. Objetivos especificos

e Estabelecer um modelo de inflamagdo e remodelamento pulmonar em

camundongos Balb/C;

e Correlacionar aspectos centrais da inflamacéo e remodelamento das vias
aeéreas que ocorrem no modelo murino de asma crdnica in vivo, ao sistema

de cultura 3D in vitro;

e Investigar a responsividade do esferéide formado por fibroblastos
pulmonares provenientes de pulmdes sadios e de pulmdes asmaticos, com
énfase na producéo de fibronectina e colageno, e na geracao da quimiocina

eotaxina-1.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c, com 8 semanas de vida,
acondicionados em grupos de seis animais por caixa, no biotério do Pavilhdo
Ozério de Almeida com temperatura e umidade controladas (21+2°C, 50+10%,
respectivamente), submetidos aos ciclos invertidos claro/escuro de 12 h (luzes
artificiais, 19:00-07:00h) e exaustdo 15 min/h. Os animais foram fornecidos pelo
CECAL-FIOCRUZ, sendo que todos os procedimentos foram anteriormente
aprovados na Comiss&o de Etica no Uso de Animais de Laboratério da Fundac&o
Oswaldo Cruz (Licenca 00085-02).

3.2. Protocolo de sensibilizacdo e desafio antigénico

A sensibilizacdo ativa foi realizada através da injecdo subcutanea dorsal de
uma suspensao contendo salina e ovoalbumina (50 ug), emulsificada em 5 mg de
gel de hidréxido de aluminio, em um volume final de 200 uL. Ap6s 14 dias, 0s
animais receberam um reforco antigénico intraperitoneal, utilizando-se a mesma
suspensao.

Passados mais 14 dias os animais foram submetidos ao desafio antigénico
através de instilacdo de uma solucédo salina contendo 50 pg de ovoalbumina por
via intranasal trés vezes por semana durante duas semanas consecutivas. As
solucdes de ovoalbumina foram preparadas utilizando-se salina estéril (NaCl
0,9%), imediatamente antes do uso. O grupo controle foi representado por animais

ativamente sensibilizados e desafiados com salina estéril (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Esquema do modelo de asma crénica em camundongos BALB/c.
Os animais foram sensibilizados subcutaneamente no dia 0 com uma solucdo
salina contendo 50 pg de ovoalbumina e 5 mg de hidréxido de aluminio. Quatorze
dias depois, os animais receberam um refor¢co da sensibilizacdo com ovoalbumina
e hidroxido de aluminio por via intraperitoneal. Nos dias 28, 30, 32, 36, 38 e 40 os
camundongos foram desafiados com 50 pug de ovoalbumina por via intranasal. Os
animais controle foram desafiados com salina. As analises foram realizadas 24 h

apos o ultimo desafio antigénico.

3.3. Histologia

Os animais foram sacrificados 24 h apos o ultimo desafio antigénico, através de
uma injecao de pentobarbital (50 mg/kg). O pulméo direito foi fixado por injecao
intratraqueal de formalina tamponada (10%) numa pressdo constante de 25 cm
H,O. Apoés toracotomia, os pulmdes foram removidos e imersos em solucao
fixadora (solucdo de formalina tamponada), processados segundo a rotina do
laboratorio, incluidos de modo a se obter fragmentos do apice, terco médio e base.
Cortes de 4 um foram corados em Hematoxilina & Eosina para a analise
histopatoldgica e tricromico de Gomori para analise da deposi¢cao de proteinas de

matriz extracelular.
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3.4. ELISA

A producgdo das citocinas foi detectada através do ensaio Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Para a realizacdo do ensaio, 0 anticorpo
capturador (100 pL por poco) foi usado para recobrir a placa, a qual permaneceu
incubada em temperatura ambiente por 18 h. A placa foi lavada e bloqueada para
ligacdes inespecificas com PBS/BSA 1 % (250 pL por poco), o qual permaneceu
em contato com o anticorpo capturador durante 1 h. Apds esta incubacéo ocorreu
outra lavagem, seguida da adicdo das amostras e dos padroes com diluicao
seriada nas concentragdes indicadas nos kits. Essa incubacdo permaneceu
durante 1 h na temperatura de 4° C. A placa foi entdo lavada para adicdo do
anticorpo de deteccdo conjugado com streptavidina-HRP, permanecendo
incubado por 1 h. ApGs esse tempo, a placa foi lavada novamente e adicionou-se
a enzima por 1 h. O substrato (K-Blue) foi adicionado e a reacao foi interrompida
com H,SO4 nas concentracdes indicadas nos kits. A leitura de DO foi feita no
espectrofotobmetro no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados obtidos
foram expressos por mg de tecido pulmonar ou pg/mL nas amostras de

sobrenadante.

3.5. Ensaio de deteccao de peroxidase de eosindfilos (EPO)

Os pulmb&es foram removidos, canulados através da artéria pulmonar e
perfundidos com 20 mL de salina/EDTA (20 mM). Os pulmdes foram
colocados em 5% de suspensao de HBSS (Solugao balanceada de Hank’s; pH
7.4; Sigma Chemical Co.) e macerados usando um triturador (T25 ultra -
Tirrax). O homogenato resultante foi centrifugado a 3500 rpm durante 10
min. As hemacias foram removidas por lise hipoténica. As células em
suspensao foram entdo, novamente centrifugadas a 3500 rpm durante 10
min. As células foram ressuspendidas em uma solucdo de HBSS contendo
0,05% de HTAB (hexadeciltrimetilamonio brometo; Sigma Chemical Co.). As

células foram lisadas por choque térmico, em trés etapas de congelamento
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e descongelamento em nitrogénio liquido. A suspensao foi centrifugada, e o
sobrenadante recolhido. As amostras foram plaqueadas e, em seguida foi
adicionado o substrato (pH 8.0) contendo OPD (o-fenildiaminadiidrocloreto;
Sigma Chemical Co.) na concentracdo de 1.5 mM e perdxido de hidrogénio 6.6
mM, diluidos em Tris-HCI (0.05 mM; pH 8.0). A reacao foi interrompida apés 30
minutos com a adicdo de HySOs (4 M). A leitura de DO foi feita em
espectrofotometro no comprimento de onda de 492 nm (Strath e cols., 1985).

3.6. Andlise quantitativa de colageno

O conteudo de colageno presente no tecido pulmonar ou no sobrenadante
da cultura tridimensional foi analisado por meio de uma reacdo colorimétrica
utilizando a técnica de Sircol (Biocolor, UK). O tecido pulmonar foi macerado em
uma solugdo de Tris 0.05 M + NaCl 1M, e mantido por 18 horas a 4°C.
Posteriormente, o material foi submetido a centrifugacdo de 10.000 x g por 1 hora
a 4'C. Aliquotas de 20 pL do macerado do tecido pulmonar ou do sobrenadante
dos esferdides foram incubadas com 1 mL do reagente Sirius Red durante 30 min
em temperatura ambiente, sob agitacdo. Em seguida, foram centrifugadas e o
precipitado resultante foi solubilizado em reagente Alkalin por 10 minutos. A

guantificacéao foi feita no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm.
3.7. Cultura de fibroblastos pulmonares

Os camundongos Balb/c foram sacrificados em camara de CO», 24 horas apés
o0 Uultimo desafio antigénico. ApOs toracotomia, em condicbes asseépticas,
perfundiram-se os pulmbes através do coracdo com 20 mL de PBS (Sigma
Chemical Co.) estéril. Os pulmdes foram, entdo, removidos e cortados em
pequenos pedacos e passaram por duas etapas de digestdo enzimatica com
colagenase tipo 1A (1 mg/mL; Gibco BRL). O digerido resultante foi filtrado através
de uma malha de nylon e centrifugado a 1200 rpm durante 10 minutos a 4°C. O

precipitado foi ressuspendido em meio Iscove’s (Iscove's Modified Dulbecco's
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Media, Sigma Chemical Co.) suplementado com 20% de soro fetal bovino
(Cultilab), penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (0.1 mg/mL) e plagueado em
garrafas de cultura de 75 cm? (Corning Costar Corporation). As células foram
mantidas em cultura de monocamadas até a confluéncia e tripsinizadas com uma
solucéo de tripsina 0,125% (Gibco BRL) e EDTA 0,02% (Sigma Chemical Co.). A
populacao celular foi caracterizada através da expressao de a-actina de muasculo

liso através de imunocitoquimica.
3.8. Imunocitoquimica para a-actina de musculo liso

ApOs a terceira tripsinizagdo, as ceélulas foram semeadas em laminulas de
vidro e mantidas em cultura durante 12 h. As células foram fixadas com
paraformaldeido/sacarose 4% durante 30 minutos. As células foram
permeabilizadas com Triton X-100 a 0,2% durante 20 minutos. AplOs a
permeabilizacéo, foi feito o bloqueio com BSA 1% diluido em TBS. Em seguida, foi
feita a incubacdo com o anticorpo primario anti-a-SMA (1:400; Sigma Chemical
Co.) a 4°C durante 12 h. Apos a lavagem, foi feita a incubacdo com o anticorpo
secundario conjugado a AlexaFluor 488 (1:2000; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) e
com o marcador nuclear, TOPRO-3 (1:1000; Invitrogen), durante 1 h. As laminas
foram montadas com DABCO (1,4-diazobiciclo[2,2,2]octano; Sigma Chemical Co.)
e as analises foram realizadas no microscépio de varredura confocal a laser (Zeiss
510 Meta).

3.9. Sistema de cultivo tridimensional de fibroblastos pulmonares

Placas de 96 pocos com fundo U (Falcon) foram revestidas com uma solucao
de agarose 1% (Seakem LE) preparada com agua destilada estéril formando uma
fina camada ndo adesiva sobre a superficie dos pocos. ApGs a terceira passagem,
1,25x10* células em meio Iscove’s suplementado com 2% de soro fetal bovino, na
auséncia ou presenca de diferentes concentracdes de rmiL-13, foram incubadas a

37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apds 96 h, o sobrenadante foi recolhido e
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congelado a -20°C e, os esferdides foram fixados com paraformaldeido/sacarose

4% e armazenados a 4°C.
3.10. Ensaio de proliferacao

Para andlise da taxa de proliferacdo foram adicionados 0.5 uCi de [H?] timidina
(Sigma Chemical Co.) por poco aos esferéides ja formados (96 h). Apos 4 h, os
esferdides foram recolhidos e lavados com PBS trés vezes, para retirada do
excesso de timidina ndo incorporada. Na sequéncia, 100 pyL de Triton X-100
(Amersham Biosciences) e 900 pL de tripsina foram adicionados com o objetivo de
dissociar os esferdides e lisar as células para expor o material nuclear. Apos 30
min de incubacédo, o material que foi transferido para tubos aos quais haviam sido
adicionados 3 mL de liquido de cintilagdo. A radioatividade foi quantificada em um

cintilador (Beckman LS6500 Multi-Purpose Scintillation Counter).
3.11. Imunofluorescéncia no esferdide inteiro

Apo6s 96 h em cultura, os esferdides foram recolhidos e lavados em PBS e, em
seguida fixados em uma solucdo contendo paraformaldeido 4% e sacarose 4%
durante 1 h. Apos a fixacdo, os esferéides foram permeabilizados em uma solugéao
tampéao Tris (TBS) contendo 0,5% de Titon X-100 durante 30 minutos, lavados em
TBS contendo 0,01% de Triton X-100 e incubados com TBS/BSA 1% durante 1 h.
Apbs o bloqueio das ligacdes inespecificas, os esferéides foram incubados com
anticorpo primario anti-fibronectina (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) diluidos 1:100
a 4°C durante 12 h. Apos a lavagem, os esferéides foram incubados com
anticorpo secundario conjugado a AlexaFldor 488 (1:2000; Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) durante 1 h e ressuspendidos em DABCO (1,4-
diazobiciclo[2,2,2]octano; Sigma Chemical Co.). As andlises foram realizadas no
microscopio de varredura confocal a laser (Zeiss 510 Meta). A expressdo de

fibronectina foi mensurada com o auxilio do programa Image-Pro-Plus 6.2 em 16
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cortes obtidos por microscopia confocal a partir da superficie de cada esferoide

com intervalos de 1 um entre cada secc¢ao.

3.12. Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As
diferencas das variaveis entre os grupos foram testadas pela analise de variancia
One-way ANOVA, seguida de teste de comparacdo mdultipla de Newman-Keuls-
Student. Para comparacéo entre dois grupos experimentais, foi utilizado o teste “t”
de Student para amostras nao pareadas. Os valores de p<0,05 foram
considerados significativos.
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4. Resultados

4.1. Andlise da estrutura e da composicdo tecidual pulmonar no modelo

murino de asma crbnica

Neste estudo, estabelecemos um modelo experimental murino de asma
crbnica em resposta ao desafio antigénico com ovoalbumina, que seguiu o
protocolo indicado na Figura 3.1. Este modelo reproduziu diversas caracteristicas
do remodelamento das vias aéreas relacionados a patogenia da asma crénica
(McMillan & Lloyd, 2004).

Através da andlise histopatolégica pela coloragdo com hematoxilina-eosina
(H&E), verificamos que os animais ativamente sensibilizados e desafiados apenas
com salina apresentaram integridade da estrutura pulmonar (Figura 4.1 A),
enquanto que os pulmdes de animais ativamente sensibilizados e desafiados com
ovoalbumina apresentaram um intenso infiltrado celular (Figura 4.1 B) composto

predominantemente por eosinofilos (36,5%) (Figura 4.1 C).

Figura 4.1. Analise histopatologica das alteracbes no tecido pulmonar apds a
exposicao cronica a ovoalbumina. Foram obtidos cortes histologicos de pulméao (4
pum), corados com H&E e avaliados em microscopio de luz. O grupo de animais
controle esta apresentado no painel A e 0os animais ativamente sensibilizados e
desafiados com ovoalbumina estdo representados no painel B (aumento 40 X).
Imagem em maior aumento (100 X) de cortes histologicos de pulmdo de

camundongos ativamente sensibilizados e desafiados (painel C).
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O aumento do namero de eosindfilos nessa condi¢do foi confirmado através
da quantificacdo de peroxidade de eosindfilos no tecido pulmonar, onde esta
enzima mostrou-se significativamente aumentada nos animais que foram expostos
a ovoalbumina (Figura 4.2). O bloqueio do sinal observado em condi¢des de co-
incubacdo com AMT, um inibidor especifico da peroxidase de eosindfilos, garantiu

a especificidade da resposta obtida.

(1 Salina
Hl Ovoalbumina

DO (492nm)
e

O_
AMT (2 mM) - - +

Figura 4.2. Quantificacdo de peroxidase de eosindéfilos apos exposi¢cédo cronica a
ovoalbumina. A quantificacdo de peroxidase de eosindfilos foi realizada utilizando-
se um substrato contendo OPD e peroxido de hidrogénio. Apos 30 minutos a
reacao foi interrompida com a adi¢cado de H,SO,. A leitura de densidade 6tica (DO)
foi realizada por quantificacdo espectrofotométrica a 492 nm. Os dados séao
representados como média + EPM de no minimo 6 animais. *p<0.05 comparado

ao grupo salina. 'p<0.05 em relac&o ao grupo ovoalbumina.

Em seguida, avaliamos o depdsito de matriz extracelular, que é sabidamente
uma importante caracteristica do processo de remodelamento das vias aéreas.
Mediante o uso da coloracao por tricromico de Gomori, hotamos que o0s pulmdes

de animais controle apresentaram uma deposicdo basal de proteinas de matriz
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extracelular (Figura 4.3 A), enquanto nos pulmdes de camundongos desafiados
com ovoalbumina observamos sinais de remodelamento tecidual, como acumulo
de componentes de matriz extracelular nas regides subepitelial, peribronquica e
perivascular (Figura 4.3 B). Em paralelo, foi detectado um aumento na producgéo
de colageno em amostras de tecido pulmonar obtidas dos animais que foram
instilados com ovoalbumina (Figura 4.3 C), ratificando o aumento significativo

desse componente de matriz extracelular no contexto estudado.

4.2. Avaliagéo da producdao de citocinas no modelo murino de asma cronica

O remodelamento das vias aéreas € finamente regulado por um complexo de
citocinas e quimiocinas (Broide, 2008). Baseado nisso, avaliamos a producao de
IL-13, eotaxina-1, IL-4 e IL-5, que s&o as principais citocinas associadas a asma,
através de ELISA. Observamos, assim, um expressivo aumento desses
mediadores no tecido pulmonar em animais que foram expostos a ovoalbumina

guando comparado ao grupo desafiado com salina (Figura 4.4).
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Figura 4.3. Andlise histopatolégica da deposicdo de proteinas de matriz
extracelular e quantificacdo de colageno no tecido pulmonar. Foram obtidos cortes
histolégicos de pulméao (4 um), corados com tricrobmico de Gomori e avaliados em
microscopio de luz (aumento 100 X). O grupo de animais controle esta
apresentado no painel A e os animais ativamente sensibilizados e desafiados com
ovoalbumina estdo representados no painel B. A producao de colageno (Painel C)
foi quantificada no homogenato de tecido pulmonar utilizando-se o0 método de

Sircol. *p<0.05 comparado ao grupo salina.
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Figura 4.4. Analise da producéo de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar de
camundongos desafiados antigenicamente. A producédo das citocinas foi detectada
através do ensaio de ELISA. Os dados representam média + EPM de no minimo 6

animais em cada grupo. *p<0.05; *p<0.01; ***p<0.001 quando comparados ao

grupo salina.
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4.3. Caracterizagdo do sistema de cultura tridimensional de fibroblastos

provenientes de animais sadios

Visto que foi possivel estabelecer um modelo de asma crbnica e sabendo-se
que o processo de génese da fibrose é pouco entendido, consideramos que o
cultivo tridimensional de fibroblastos pulmonares poderia ser uma ferramenta
importante para se entender melhor a formacgao/organizacdo do processo fibrotico
na asma. Dessa forma, estabelecemos inicialmente um protocolo de cultura
primaria em monocamada de fibroblastos pulmonares provenientes de
camundongos Balb/c adultos normais, sendo a populacéo celular caracterizada,
apos a terceira tripsinizacao, pela expressao de a-actina de musculo liso (Figura
4.5).

Figura 4.5. Avaliacdo da expressao de a-actina de muasculo liso (a-SMA) em
fibroblastos pulmonares de camundongos sadios. ApOs a terceira passagem, as
células foram cultivadas em monocamadas. Posteriormente, as células foram
semeadas em laminulas de vidro, fixadas e permeabilizadas. Apos a etapa de
bloqueio com BSA, as células foram incubadas durante 12 h com anticorpo
primario anti-a-SMA. Em seguida, as células foram incubadas com o anticorpo
secundario durante 1 h. Os nucleos foram marcados com TOPRO-3. As imagens

foram obtidas através de microscopia confocal (aumento 40 X).
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Em seguida, o cultivo de fibroblastos em microambiente tridimensional foi
obtido prevenindo-se a adesdo dessas células a superficie da placa através do
revestimento dos poc¢os com agarose 1%. Como ilustrado na figura 4.6 A,
observou-se que fibroblastos provenientes de animais sadios foram capazes de
reorganizarem-se em esferdides ja nas primeiras 24 h em cultivo. O
acompanhamento desses esferbides por 96 h em cultura revelou uma progressiva
reducdo no volume dessas estruturas ao longo do tempo, fendbmeno este inibido
significativamente pelo cultivo dos esferdides na presenca de IL-13 (Figura 4.6 A).
Reforcando essa observacédo, dados quantitativos relativos aos diametros dos
esferodides cultivados por 24 h, 48 h, 72 h e 96 h, na presenca ou auséncia de IL-
13, sdo mostrados na figura 4.6 B.
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Figura 4.6. Avaliacdo morfologica de esferdides formados por fibroblastos
pulmonares provenientes de animais sadios. (A) Imagens representativas de
esferéides de fibroblastos pulmonares provenientes de animais sadios na
auséncia ou presenca de 40 ng/mL de IL-13 nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h e 96
h, obtidas através de microscopia de contraste de fase (aumento 40 X). (B) O
diametro dos esferdides foi mensurado com auxilio do programa Image-Pro-Plus
6.2. Os dados séo representados como média £+ EPM de no minimo 4 esferdides.
*p<0.05 comparado ao respectivo grupo no tempo de 24 h. *p<0.05 comparado ao

grupo nao estimulado com IL-13, no respectivo tempo.
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4.4. Caracterizagdo do sistema de cultura tridimensional de fibroblastos

provenientes de animais “asmaticos”

Os resultados anteriores mostraram que os fibroblastos provenientes de
camundongos sadios sdo capazes de formar esferbides. A partir dessa
observacdo, examinamos a formacdo e o desenvolvimento de esferbides em
populacbes de fibroblastos oriundos de pulmbes de camundongos ativamente
sensibilizados e desafiados com ovoalbumina. Desse modo, verificamos que
esferodides de fibroblastos pulmonares de camundongos “asméaticos” apresentaram
também reducdo de tamanho ao longo das 96 h de cultivo (Figura 4.7 A), mas de
maneira mais atenuada do que aquela apresentada por esferéides formados com
fibrolastos pulmonares de animais normais. Conforme observado anteriormente
para esferoides formados por fibroblastos de pulmdes sadios, a adicédo de IL-13 ao
sistema de esferdides formados por células do pulméo asmatico também preveniu
a diminuicdo de tamanho dessas estruturas (Figura 4.7 A). Reforcando essa
constatacao, dados quantitativos relativos aos diametros dos esferoides cultivados
por 24 h, 48 h, 72 h e 96 h, na presenca ou auséncia de IL-13, sdo mostrados na
figura 4.7 B. Tomados em conjunto, estes resultados indicam que esferdides
formados por células de animais sadios e cultivados na presenca de IL-13
assemelham-se morfologicamente a esferodides de células procedentes de animais

asmaticos apos 96 h de cultura.
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Figura 4.7. Avaliacdo das alteracdes de forma e diametro de esferdides formados
por fibroblastos pulmonares provenientes de camundongos “asmaticos”. Imagens
representativas de esferdides formados por fibroblastos pulmonares provenientes
de animais ativamente sensibilizados e desafiados com ovoalbumina na auséncia
ou presenca de 40 ng/mL de IL-13 nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h e 96 h obtidas
através de microscopia de contraste de fase (aumento 40 X) (A). O diametro dos
esferdides foi mensurado através do programa Image-Pro-Plus 6.2 (B). Os dados
sdo representados como meédia + EPM de no minimo 4 esferdides. *p<0.05
comparado ao respectivo grupo no tempo de 24 h. "p<0.05 comparado ao grupo

nao estimulado com IL-13, no respectivo tempo.
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4.5. Avaliacdo da proliferagdo celular em esferdides de fibroblastos

provenientes de animais sadios e “asmaticos”

Avaliamos a capacidade proliferativa das células componentes dos esferoides
através da incorporacao de timidina tritiada por um periodo de 4 h decorridas 96 h
de cultivo. Verificou-se que a exposicdo a IL-13, por 96 h, ndo modificou
significativamente o padrdo de proliferacdo de fibroblastos pulmonares
provenientes de camundongos “asmaticos”, ao contrario do observado com

fibroblastos provenientes de pulmdes sadios (Figura 4.8) .
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Figura 4.8. Avaliacdo da proliferacdo celular em esferdides de fibroblastos
provenientes de animais sadios e “asmaticos”. A proliferacdo celular foi
mensurada através da incorporacdo de timidina tritiada (0.5 pCi), 96 h apos o
plagueamento das células. Os valores representam a média + EPM de 1
experimento, realizado com um conjunto de 6 esferdides por amostra (n=5).

*p<0.05 comparado ao grupo ndo asmatico na auséncia de IL-13.
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4.6. Expresséo de fibronectina em esferdides de fibroblastos provenientes

de animais nao asmaticos e “asmaticos"

A figura 4.9 A mostra a expressao de fibronectina no esferéide formado com
células provenientes de pulmfes de animais ndo asmaticos (condicdo controle),
oriundas de um tecido pulmonar higido, enquanto que a figura 4.9 B revela a
expressao de fibronectina por um esferéide formado com células provenientes de
pulmdes de animais “asmaticos”, que apresentavam marcado remodelamento
pulmonar (condicdo remodelada). Apés 96 h de cultivo, além do evidente maior
tamanho, constatou-se, também um marcado aumento de expressdo de
fibronectina naquele esferéide formado com fibroblastos provenientes de tecido
remodelado. Cultivado na presenca de IL-13 (40 ng/ml), o esferdide da condicéo
controle apresentou tamanho e padrdo de expresséo de fibronectina comparavel
aquele da condicdo remodelada (Figura 4.9 C), enquanto que o esferdide da
condicdo remodelada (Figura 4.9 D) mostrou o mesmo padrdo de resposta

observado na auséncia da citocina.

A figura 4.10 reforca essa interpretacdo com dados quantitativos. Observou-se
um aumento significativo na expressao de fibronectina, em planos obtidos entre 3
a 8 um da superficie do esferéide, quando esferdides da condicdo remodelada
foram comparados aos esferoides da condic&o controle. O co-cultivo em presenca
de IL-13 de fato aumentou a expressao de fibronectina dos esferbides da condicéo
controle sem interferir com o padrdo de expressdo dos esferéides da condicao

remodelada.
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Figura 4.9. Expressao de fibronectina em esferdides de fibroblastos provenientes
de animais sadios e “asmaticos”. Os esferoides foram cultivados durante 96 h,
fixados em paraformaldeido 4% e processados para imunomarcacdo. Os
esferdides foram analisados ao microscoépio de varredura confocal a laser através
de 16 cortes com intervalos de 1 um ao longo da estrutura do esferdide. A
marcacao para fibronectina em esferéides compostos por fibroblastos de pulmdes
de animais sadios esta representada nos painéis A (auséncia de IL-13) e C
(presenca de 40 ng/mL de IL-13), e no caso de esfer6ides compostos por
fibroblastos de pulmdes de camundongos asmaticos esta representada nos
painéis B (auséncia de IL-13) e D (presenca de 40 ng/mL de IL-13). Barra = 20

pm.
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Figura 4.10. Quantificacdo da expresséao de fibronectina em esferéides compostos
por fibroblastos oriundos de animais sadios e “asmaticos”. A expressdo de
fibronectina foi mensurada com o auxilio do programa Image-Pro-Plus 6.2 em 16
cortes obtidos por microscopia confocal a partir da superficie de cada esferéide
com intervalos de 1 um entre cada seccdo. O grafico representa a média da
guantificacdo de expressdo de fibronectina entre as seccdes de 3 a 8 um de
profundidade. Os dados séo representados como média + EPM de 3 esferdides.

*p<0.001 comparado ao grupo ndo asmatico na auséncia de IL-13.
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4.7. Avaliagcdo da producdo de colageno por esferdides de fibroblastos

pulmonares obtidos de camundongos provocados ou ndo com alérgeno

A figura 4.11 mostra um aumento significativo no conteddo de colageno
quantificado bioquimicamente (método de Sircol) no sobrenadante de esferdides
da condicdo remodelada, comparado ao sobrenadante de esferéides da condicdo
controle. Neste caso, entretanto, apesar da tendéncia, a IL-13 ndo aumentou

significativamente a producdo de colageno dos esferdides da condi¢cdo controle
nem da remodelada.
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Figura 4.11. Analise quantitativa da producdo de colageno por esferoides
compostos por fibroblastos provenientes de pulmfes de camundongos n&o
asmaticos e “asmaticos”, na auséncia ou presenca de IL-13 (40 ng/ml). A
producdo de colageno foi mensurada, através do método de Sircol, no
sobrenadante da cultura de esferdides 96 h apds o plaqueamento das células. Os
dados séo representados como média + EPM de pelo menos 6 esferdides. *

p<0.05 comparado ao grupo ndo asmatico em auséncia de IL-13.
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4.8. Avaliacdo da producdo de eotaxina-1 em esferdéides formados por

fibroblastos provenientes de camundongos nao asmaticos e “asmaticos”

Os fibroblastos podem contribuir para a regulacdo da inflamacao através da
liberacdo de citocinas e quimiocinas (Zhang, 1996). Neste estudo, observamos
que, apos 96 h de cultura, detectou-se uma producédo basal baixa de eotaxina-1
por esferéides da condicdo controle, que nado foi diferente daquela gerada por
esferdides da condicdo remodelada (Figura 4.12). Por outro lado, notamos que o
co-cultivo desses esferdides com IL-13 levou a um acentuado aumento de
geracao da quimiocina por esferéides das duas condi¢ées, numa proporcao que

foi significativamente maior naqueles esferéides da condi¢cdo remodelada.
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Figura 4.12. Avaliacdo da producao de eotaxina-1 liberada no sobrenadante de
esferéides compostos por fibroblastos procedentes de camundongos sadios e/ou
“asmaticos”. A producéo de eotaxina-1 foi mensurada no sobrenadante da cultura
de esferdides 96 h apds o plaqueamento das células através do método de ELISA.
Os dados foram representados como média + EPM de 4 esferdides. *p<0.05
comparado ao respectivo grupo controle. "p<0.05 comparado ao grupo nh&o

asmatico na presenca de IL-13.
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4.9. Estado funcional de esferdides apds 72 h em cultivo

Ha na literatura evidéncias de que fibroblastos, e outras células estruturais,
entram rapidamente em apoptose quando cultivadas em esferdides (Bizik e cols.,
2004). Em nosso modelo, observamos no tempo de 96 h sob estimulagdo com IL-
13 alguns parametros de atividade celular como proliferagcdo, producdo de
citocinas e de proteinas de MEC. Para avaliar o estado funcional de fibroblastos
em esferéides, analisamos a responsividade dessas células a IL-13 apés 72 h de
cultivo. Utilizando esferdides formados com fibroblastos pulmonares obtidos de
tecido higido, demonstramos que a adicao de IL-13 (40 ng/ml) 72 h apés o inicio
da cultura ndo foi capaz de modificar o diametro do esferéide observado no tempo
de 96 h em cultura, portanto 24 h depois da estimulagdo com a citocina (Figura
4.13 A), ao contrario do observado quando do co-cultivo com IL-13 por 96 h.
Entretanto, nessas mesmas condi¢cfes, a estimulacdo com IL-13, 72 h apds o
inicio da cultura, aumentou significativamente o teor de colageno secretado pelo
esferdide, 24 h depois, em magnitude de aumento comparavel aquele notado na

condicao de co-cultivo com IL-13 por 96 h (Figura 4.13 B).

Resultados semelhantes aos do colageno foram obtidos quando se avaliou o
teor secretado de eotaxina-1, seguindo o mesmo protocolo. Observamos que a IL-
13 (10-80 ng/ml), adicionada na cultura 72 h ap6s seu inicio, induziu um aumento
de producédo de eotaxina-1, do tipo concentracéo-resposta, que foi proporcional
aquele observado quando do co-cultivo do esferdide com a citocina por 96 h
(Figura 4.14). Esses dados em conjunto demonstram que apos 72 h em cultivo, as

células em esferéides mantém-se capazes de responder a estimulacdo com IL-13.
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Figura 4.13. Avaliacdo do estado funcional de esferdides apdés 72 h em cultivo.
Fibroblastos provenientes de tecido pulmonar higido foram plaqueados na
auséncia (controle) ou presenca de 40 ng/mL de IL-13, adicionada
concomitantemente ao plagueamento (0-96 h) ou 72 h apds o inicio da cultura (72-
96 h). O diametro dos esferdides foi mensurado através do programa Image-Pro-
Plus 6.2. 96 h ap6s o plaqueamento das células (A). A producéo de colageno foi
mensurada no sobrenadante da cultura de esferdides através do método de Sircol
(B). Os dados foram representados como média £+ EPM de no minimo 6
esferdides. *p<0.05 em relagdo ao grupo controle. *p<0.05 quando comparado ao
grupo IL-13 0-96 h.
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Figura 4.14. Avaliacdo do estado funcional de esferdides apdés 72 h em cultivo.
Fibroblastos provenientes de tecido pulmonar higido foram plaqueados na
auséncia (controle) ou presenca de 40 ng/mL de IL-13, adicionada
concomitantemente ao plagueamento (0-96 h) ou 72 h apos o inicio da cultura (72-
96 h). A producédo de eotaxina-1 foi mensurada no sobrenadante da cultura de
esferéides 96 h apds o plaqueamento das células através do método de ELISA.
Os dados foram representados como média + EPM de 4 esferdides. *p<0.05

comparado ao grupo controle. “p<0.05 em relag¢do ao grupo IL-13 0-96 h.
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5. Discussao

A neogénese da fibrose pulmonar e seu impacto na patogenia da asma sao
fenbmenos ainda pouco compreendidos, em grande parte devido a falta de
sistemas que reproduzam o processo em condi¢cdes experimentais controladas.
Assim, é de extrema importancia o desenvolvimento de modelos in vivo, e também
in vitro, que permitam o estudo da fibrose pulmonar e possiveis formas de
prevencao e intervencao farmacolégica. Neste estudo, concentramos esfor¢cos no
estabelecimento de um sistema de cultura 3D baseado em esferdides formados
por fibroblastos isolados de pulmdo murino. A idéia central foi desenvolver um
modelo experimental que possibilitasse o estudo dos mecanismos de fibrogénese
in vitro, e auxiliasse nas estratégias de triagem de candidatos a farmacos
antiasmaticos inovadores. Nossa estratégia foi comparar fenétipos de esferoides
de fibroblastos pulmonares, provenientes de camundongos doadores sadios, com
aqueles provenientes de camundongos sensibilizados e desafiados por instilagédo
nasal de ovoalbumina. Inicialmente, padronizamos um modelo animal de asma em
camundongos BALB/c, cepa muito frequentemente utilizada em modelos
experimentais de asma aguda.

Os modelos experimentais de asma murinos sdo importantes ferramentas
para investigar mecanismos subjacentes a inflamacdo alérgica aguda e
desenvolvimento de hiperreatividade brénquica, duas importantes caracteristicas
da asma humana (Wegmann, 2008). Em geral, esses modelos baseiam-se em
uma sensibilizacdo sistémica com proteinas antigénicas, como a ovoalbumina,
adsorvidas a um adjuvante (hidréxido de aluminio). Uma vez sensibilizados, estes
animais desenvolvem eosinofilia e hiperreatividade brénquica apds a inalacdo ou
instilacdo intranasal com ovoalbumina (Kumar & Foster, 2002; Kips e cols., 2003;
Wegmann, 2008). Esses modelos sao limitados, principalmente, por nao
reproduzirem as alteracdes histopatolégicas associada a asma crénica. A principal
estratégia utilizada para induzir um processo de asma crénica € o aumento no
namero de repeticbes dos desafios antigénicos com ovoalbumina (Lloyd &

Robinson, 2007). Entretanto, essa estratégia apresenta, freqientemente,
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problemas associados a tolerancia imunoldgica, condicdo caracterizada pela
diminuicdo progressiva da eosinofilia, da hiperreatividade das vias aéreas e das
mudancas estruturais (Yiamouyiannis e cols., 1999; Lloyd e cols., 2001,
Shinagawa & Kojima, 2003).

Em um estudo anterior, Shinagawa & Kojima (2003) compararam a evolucao
do processo inflamatério e do remodelamento das vias aéreas utilizando um
modelo de exposi¢do crbnica a ovoalbumina em quatro diferentes cepas de
camundongos (A/J, BALB/c, C57BL/6, e C3H/HeJ). Nesse modelo, os
camundongos foram desafiados através de instilacdo intranasal com ovoalbumina
trés vezes por semana, durante 12 semanas consecutivas, sem sensibilizacdo
sistémica prévia. Inicialmente, foi observado que a magnitude do processo
inflamatorio e das mudancas estruturais € dependente das cepas de
camundongos. Camundongos A/J apresentaram inflamagéo eosinofilica continua,
alteracoes histoldgicas tipicas do remodelamento das vias aéreas (espessamento
da parede das vias aéreas e aumento da deposicdo de colageno) e
hiperreatividade bronquica persistente. Enquanto, camundongos BALB/c
apresentaram esse mesmo quadro, porém, em menor intensidade, demonstrando
assim que essa cepa apresenta um determinado grau de tolerancia a exposicao
antigénica cronica. Baseados em estudos prévios, trabalhamos com camundongos
Balb/C sensibilizados com uma mistura de ovoalbumina e hidroxido de aluminio
nos dias 0 e 14. O desafio antigénico foi feito por via intranasal, administrando-se
ovoalbumina trés vezes por semana durante duas semanas consecutivas,
decorridos 30 dias do inicio da sensibilizacdo (McMillan SJ & Lloyd CM, 2004).
Nessas condicdes observamos intenso infiltrado inflamatério, predominantemente
eosinofilico, espessamento da parede das vias aéreas e 0 aumento da deposicao
de componentes da MEC, associado a producdo aumentada de IL-13, IL-4, IL-5 e
eotaxina-1 no tecido pulmonar. Este modelo de sensibilizacdo e desafio foi
subsequentemente utilizado para a obtencédo de pulmdes “asmaticos”.

A cultura tridimensional de fibroblastos foi obtida prevenindo-se a adesao
dessas células ao substrato através do revestimento da superficie da placa com

agarose, que representa uma matriz amorfa e ndo aderente. A manutencéo de
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fibroblastos nessas condicbes favorece interagbes homotipicas célula-célula
levando a formacdo de reagregados celulares, os quais sao denominados
esferdides (Bizik e cols., 2004). Primeiramente, observamos que populagdes
homogéneas de fibroblatos pulmonares provenientes de animais sadios ou
“asmaticos” foram capazes de reagregarem-se em esferéides. Entretanto,
observamos que populacdes celulares heterogéneas (em primeira passagem) de
pulmdes de camundongos sadios ou “asmaticos” ndo formaram esferdides (dados
nao mostrados).

Verificamos que esferdides compostos por fibroblastos oriundos da condicao
remodelada, em condi¢bes basais, apresentaram maior deposicéo de fibronectina
e producédo de coladgeno aumentada quando comparado a esferéides da condicdo
controle. Além disso, esferéides compostos por fibroblastos de animais
“asmaticos” também apresentaram maior tamanho no tempo de 96 h. Esse dado
demonstra que fibroblastos da condicdo remodelada conservam in vitro
caracteristicas compativeis com o remodelamento das vias aéreas observado no
modelo experimental de asma crbnica. Os fibroblastos provenientes de vias
aéreas asmaticas, caracterizada pela inflamacao persistente e elevados niveis de
citocinas, parecem sofrer alteracbes fenotipicas como um produto do seu
ambiente, acarretando em um comportamento diferenciado daquele observado em
fibroblastos controle. Entretanto, € surpreendente que tais alteracdes fenotipicas
persistam, uma vez, que as células tenham sido removidas do ambiente
inflamatorio e cultivadas in vitro. Essas alteragdes primarias no comportamento de
células mesenquimais pode ser um mecanismo alternativo que leva a mudancas
estruturais observadas na asma. Os resultados obtidos estdo em consonancia
com diversos estudos que apontam o aparecimento de alteracdes funcionais em
células epiteliais (Hastie e cols., 2002), células musculares lisas (Johnson, 2004),
e em fibroblastos (Ludwig e cols., 2004; Plante e cols., 2006) de individuos com
asma, cultivados in vitro. Estas diferencas funcionais persistem durante o cultivo in
vitro, sugerindo que essas alteracbes sao independentes, ou tornam-se
independentes, de citocinas inflamatoérias. Esse fenbmeno também foi observado

por Sugiura e colaboradores (2007) que avaliaram in vitro fibroblastos obtidos de

45



camundongos controle e de camundongos sensibilizados e desafiados com
ovoalbumina. Comparados com fibroblastos controle, células de animais
“asmaticos” apresentaram aumento na quimiotaxia induzida por fibronectina, maior
contracdo em géis tridimensionais de colageno, maior producdo de TGF-B,
fibronectina, VEGF e a-SMA. Dentro deste contexto foi também demonstrado que
fibroblastos cultivados a partir de bidpsias de pulméo de individuos com asma
grave apresentaram uma expressao acentuada do receptor de PDGF do tipo beta
(PDGFR-B) e producdo aumentada de pro-coladgeno tipo | em resposta a
estimulacdo com PDGF BB em relacdo a fibroblastos de individuos saudaveis
(Lewis e cols., 2005).

Estudos em modelos animais de asma fornecem evidéncias convincentes de
gue a IL-13, independente de outras citocinas do tipo Th2, é suficiente para induzir
todas as caracteristicas da asma alérgica (Wills-Karp, 2004). A fibrose subepitelial,
caracteristica do remodelamento tecidual observado na asma, é mediado por um
complexo de citocinas, destacando-se a IL-13. Assim, foi demonstrado que o
aumento da expresséao de IL-13 nos pulmdes de camundongos induz uma intensa
resposta fibrética na parede das vias aéreas (Zhu e cols., 1999). Além da asma, a
IL-13 tem sido associada a fibrose em diversas doencas, incluindo a doenca
pulmonar obstrutiva crénica, fibrose pulmonar idiopética, entre outras (Wills-Karp,
2004). Baseado nessas evidéncias e na observacdo de que esta citocina
encontra-se aumentada nos pulmdes de camundongos submetidos a desafios
antigénicos, de acordo com nosso modelo de asma crbnica, elegemos a IL-13
como a citocina a ser usada no sistema tridimensional de cultivo de fibroblastos
para atuar como indutora de processos relacionados a fibrogénese. Inicialmente
observamos que a IL-13 permite uma melhor manutencdo de esferdides formados
por fibroblastos oriundos de animais sadios e “asmaticos”, prevenindo a
progressiva diminuicdo de tamanho dos esferdides ao longo das 96 h de cultivo.

Nossos resultados indicaram que esferdides da condicdo remodelada
apresentam uma deposicdo de fibronectina aumentada em condi¢cdes basais. O
co-cultivo com IL-13 foi capaz de induzir um “fendtipo asmatico” em esferdides da

condicéo controle, onde a adicdo desta citocina elevou a producéo de fibronectina.
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A fibronectina é uma glicoproteina que existe na circulacéo (plasma) na sua forma
soluvel e é também encontrada na sua forma insolavel aderida a MEC (Halliday &
Tomasek, 1995). A formagdo de fibrilas de fibronectina insolluveis, através da
polimerizacdo de fibronectina soluvel, € dinAmica e ocorre como um processo
mediado pelo citoesqueleto de actina e receptores de integrinas, sobre a
superficie de células residentes. Logo, a deposicdo de fibronectina e a
polimerizacdo de actina sédo dependentes de um estado de tensdo isométrica de
um substrato tridimensional (Johnson e cols., 2006). Essas consideracdes
demonstram a relevancia do estudo dessa proteina, entre outros componentes da
MEC, num sistema tridimensional. Semelhante ao observado em relacdo a
fibronectina, o co-cultivo de esferéides da condi¢do controle com IL-13 elevou a
producdo de colageno, de maneira comparavel ao observado em esferdides da
condicado remodelada. Esses dados estdo em consonancia com a literatura, uma
vez que, a IL-13 tem sido descrita por aumentar a sintese de arginase |. Esta
enzima hidrolisa L-arginina a uréia e L-ornitina, que sao metabdlitos requeridos
para a sintese de colageno por fibroblastos (Hesse e cols., 2001). Ademais, a
producdo aumentada de colageno em modelos animais de asma através da
exposicdo a ovoalbumina também resulta da regulacdo positiva da sintese de
arginase (Zimmermann e cols., 2003).

A IL-13 induz a expressdo de diversas quimiocinas como MCP-1, MCP-2,
MCP-3, MCP-5, eotaxina-1, eotaxina-2 e MIP-1a (Lukacs e cols., 2001; Zhu e
cols., 2002). Em nossos ensaios observamos que esferdides tanto da condigcéo
controle quando da condicdo remodelada apresentam baixos niveis de geracao
espontanea de eotaxina-1. Entretanto, a adicdo de IL-13 ao sistema aumenta a
liberacdo de eotaxina em ambas as condicdes, sendo que esferdides da condicao
remodelada apresentaram uma liberacdo dessa quimiocina significativamente
maior que aquela observada em esferdides da condi¢ao controle. Adicionalmente,
verificamos que a IL-13 também foi capaz de elevar a liberacdo de MCP-1 em
esferdides de fibroblastos da condicdo controle (dados ndo mostrados). Embora
em nosso estudo ndo tenhamos comparado a liberacdo de quimiocinas por

fibroblastos em monocamadas e em esferdides, dados da literatura mostram que o
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agrupamento de fibroblastos em esferéides induz um significativo aumento na
liberacdo espontanea de quimiocinas. O conteido do RNAm de vérias quimiocinas
como CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B) e CCL5 (RANTES), CXCL1,
CXCL2 e CXCL3, e CXCL8 (IL-8) foi de 6 a 169 vezes maior em esferoides de
fibroblastos, 36 h apds o inicio da cultura, do que em células cultivadas em
monocamadas. Da mesma forma, os niveis de CCL3, CCL5 e CXCL8 no
sobrenadante de esferéides foram significativamente maiores do que em
monocamada. Ademais, 0 meio condicionado de esferoide de fibroblastos induziu
a quimiotaxia de neutréfilos do sangue periférico humano e mondcitos, sendo esse
efeito significativamente inibido por anticorpos contra CXCL8 e o CCRI,
respectivamente. A diminuigdo dos niveis de |IkBa e o aumento da atividade do
fator de transcricio NFKB também foram observados em esferbides de
fibroblastos (Enzerink e cols., 2009).

Alguns estudos propdem que fibroblastos agregados em esferéides param de
crescer, passando a uma via de ativacdo celular que conduz a uma intensa
resposta proé-inflamatéria e proteolitica, processo este denominado de nemosis.
Neste modelo, a ativacdo de fibroblastos termina em morte celular programada
semelhante a necrose, sendo esse fenbmeno observado em menos de 24 horas
apos o inicio da cultura (Vaheri e cols., 2009). Ademais estudo anterior sugere que
células endoteliais estruturadas em esferdides tornam-se ndo responsivas a
fatores de crescimento como VEGF (fator de crescimento endotelial) e FGF-2
(fator de crescimento de fibroblastos 2) e entram rapidamente em apoptose (Korff
& Augustin, 1998). Entretanto, nossos achados mostraram claramente que o
esferéide da condi¢do normal foi reativo a estimulagcdo com IL-13, mesmo quando
esta aconteceu apos 72 h de cultivo apenas na presenca do meio de cultura.
Notou-se significativo aumento da producéo de colageno e eotaxina-1, 24 h depois
da exposicao a essa citocina, sugerindo fortemente que o sistema como proposto
neste estudo apresenta caracteristicas que estimulam a sua potencial utilizacéo
como modelo experimental para avaliacdo de mecanismos relacionados ao
remodelamento pulmonar alérgico, bem como para a triagem farmacolégica de

novos compostos candidatos a protétipos antiasmaticos.
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Nossos resultados em conjunto, evidenciam que foi possivel estabelecer
modelos experimentais in vivo e in vitro (cultura 3D), que poderdo auxiliar em
estudos futuros de elucidacdo de mecanismos chave na patogenia da asma, bem

como no screening farmacolégico de novos farmacos antiasmaticos.
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6. Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

Camundongos Balb/c machos adultos submetidos ao protocolo de
sensibilizacdo e desafio antigénico proposto nesta tese respondem, 24 h
depois da Ultima provocacdo, com intensa reacdo inflamatéria pulmonar
marcada pelo recrutamento de eosindfilos, geracdo de citocinas e

quimiocinas pro-inflamatorias, além de fibrose peribrénquica.

Fibroblastos pulmonares cultivados em condi¢cdes propicias a agregacao
célula-célula, formam esferdides em 24 h, estrutura essa que diminui
progressivamente em tamanho em 96 h de cultivo, mas que se mantém

reativa a estimulagdo com IL-13 por pelo menos 72 h.

Os esferéides formados com fibroblastos pulmonares provenientes de
camundongos “asmaticos” (condicdo remodelada) sdo maiores e produzem
mais fibronectina, coladgeno e eotaxina-1 do que o esferéide da condicéo

controle.

O co-cultivo de fibroblastos da condicdo normal com IL-13 forma o
esferdide caracteristico da condicdo remodelada, reforcando a relevancia
do papel transformador dessa citocina no contexto do remodelamento

pulmonar alérgico.

Em conjunto, nossos achados fornecem evidéncias indicativas de que o

esferéide de fibroblastos pulmonares constitui-se num sistema de estudo de

fiborogénese in vitro simples e reprodutivo, com grande potencialidade nos

programas de triagem de novos farmacos antiasmaticos e anti-fibroticos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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