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RESUMO

FERREIRA, Tatiana Paula Teixeira. Efeito do tratamento com a proteina quimérica IL-
13PE sobre a inflamacdo pulmonar induzida por particulas de silica em camundongos.
Dissertagdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

A interleucina 13 (IL-13) tem sido apontada como um dos principais mediadores em
processos de ativagdo de fibroblastos e inducdo de fibrose pulmonar, sendo, portanto,
considerada como um alvo terapéutico importante. A silicose ¢ uma doenga pulmonar
inflamatoria cronica, de carater ocupacional, caracterizada por uma intensa resposta fibrética
e granulomatosa. Com base nestas observacdes, tivemos por objetivo investigar o potencial
efeito da administragdo da imunotoxina IL-13-PE38QQR (IL-13PE) sobre o modelo de
silicose em camundongos. Camundongos Swiss-Webster foram anestesiados e instilados
intranasalmente com particulas de silica (10 mg), sendo a administracdo da IL-13PE (200
ng/dia) realizada por via intranasal, uma vez ao dia em dias alternados no periodo entre 21 a
27 dias ap0s a provocagdo. Analisamos o componente inflamatdrio, a deposicao de colageno e
a area de granuloma avaliados através de técnicas cléssicas de histologia, incluindo coloracao
com H&E e Picrus-sirius, ou ainda a quantificagdo do conteudo de colageno por Sircol. Os
componentes de matriz extracelular fibronectina e laminina foram avaliados através de
imunohistoquimica. Citocinas e quimiocinas foram quantificadas por sistema de ELISA. As
medidas de funcdo pulmonar e resposta de hiperreatividade foram realizadas através do
sistema de pletismografia de corpo inteiro invasiva. Verificamos que o tratamento curativo
com a IL-13PE inibiu de forma acentuada o comprometimento da funcdo pulmonar nos
camundongos silicoticos, incluindo tanto aumento da resisténcia como da elastincia, assim
como a resposta de hiperratividade das vias aéreas ao agente broncoconstrictor metacolina. De
forma coerente, os animais silicoticos quando submetidos ao tratamento com IL-13PE
apresentaram marcada redu¢do do componente inflamatdrio pulmonar e da resposta fibrética,
atestado pela diminuicdo na produg¢do de coldgeno, laminina e fibronectina e reducdo
importante da area de granuloma. De forma semelhante, as citocinas (TNF-a e TGF-B) e
quimiocinas (MIP-1a, MIP-2, TARC, IP-10, MDC) detectadas em quantidade aumentada no
pulmdo de animais silicoticos foram reduzidas pelo tratamento com a IL-13PE. Em
conclusdo, nossos resultados mostram que a administragdo curativa da IL-13PE foi capaz de
inibir os componentes inflamatorios e fibroticos da fase cronica do quadro silicotico em
camundongos, o que se refletiu de forma clara na melhora da fun¢do pulmonar. Em conjunto,
nossos achados indicam que a utilizagdo da IL13PE parece constituir uma abordagem
terapéutica extremamente promissora para aplicagdo em casos de doencas cronicas de
natureza fibrotica como a silicose.

Palavras-Chave: IL-13. IL-13PE. Fibrose. Silica. Silicose.
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ABSTRACT

The interleukin 13 (IL-13) has been identified as a key mediator in process of activation of
fibroblasts and induction of pulmonary fibrosis, and it is therefore, considered an important
therapeutic target. The silicosis is a chronic inflammatory lung disease, occupational
beginning, characterized by an intense fibrotic and granulomatous response. Based on these
observations, we had the aim to investigate the potential effect of administration of
immunotoxin IL-13-PE38QQR (IL-13PE) on the silicotic fibrotic component. In this regard,
Swiss-Webster mice were anesthetized and intranasally instilled with silica particles (10 mg),
some of them were treated with IL-13PE (200 ng / day) performed by intranasal via once
daily on alternate days in the period between 21 to 28 days after challenge. We analyzed the
inflammatory component, the deposition of collagen and the area of granuloma evaluated
using classical histological techniques, including staining with HE and Picrus sirius or the
system of colorimetric quantification of collagen content by Sircol. The components of
extracellular matrix fibronectin and laminin were evaluated by immunohistochemistry.
Cytokines and chemokines were quantified by ELISA system. Measures of pulmonary
function and hyperreactivity response were performed through the invasive whole body
plethysmography. We found that the curative treatment with IL-13PE dramatically inhibited
the lung function in silicotic mice, including increased resistance and the elastance, and the
response of airway hyperreactivity to methacholine broncoconstrictor agent. In agreement,
when silicotic mice were treated with IL-13PE a marked reduction in the inflammatory
component and the pulmonary fibrotic response were noted, attested by the decrease in the
collagen production, as well as laminin and fibronectin and significant reduction in the area of
granuloma. Similarly, cytokines (TNF-a and TGF-f) and chemokines (MIP-la, MIP-2,
TARC, IP-10, MDC) found in increased levels in the lungs of silicotic mice were sensitive to
the IL-13PE treatment. In conclusion, our results show that the curative administration of IL-
13PE was able to inhibit the inflammatory and fibrotic components of the chronic phase of
the silicosis in mice, which is clearly reflected by the impairment of lung function. Thus,
together our findings indicate that the use of IL-13PE appears to be a very promising
therapeutic approach in cases of fibrotic diseases such as silicosis.

Keywords: IL-13. IL-13PE. Fibrosis. Silica. Silicosis.
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1 INTRODUCAO

As doencas pulmonares de origem ocupacional sdo causadas pela inalacdo de
particulas, névoas, vapores ou gases nocivos no ambiente de trabalho (Rushton, 2007). O
local exato das vias aéreas ou dos pulmdes onde a substancia inalada ira se depositar e o tipo
de doenga pulmonar que ira ocorrer dependerdo do tamanho e do tipo das particulas inaladas.
As particulas maiores poderao ficar retidas nas narinas ou nas grandes vias aéreas, porém as
particulas menores atingirdo os pulmdes. Nestes, células como os macrofagos retiram a
maioria das particulas, tornando-as inofensivas. Porém, algumas delas podem produzir
reagdes distintas no organismo, como o polen de plantas que pode causar reagdes alérgicas
(Robbins e col., 2000). Outras, como o pd de quartzo que contém dioxido de silicio, implicam
no aparecimento de uma resposta inflamatoéria pulmonar aguda, que ¢ seguida, em tempos
mais tardios, pelo desenvolvimento de um processo fisiologico de reparo, associado a
ocorréncia de fibrose, com actimulo excessivo de matriz extracelular e células
mesenquimatosas, ou de remodelamento tecidual. Em conjunto, estes eventos levam a uma
progressiva alteracdo da arquitetura das vias aéreas, reducdo no processo de trocas gasosas e

perda funcional do 6rgdo (Mazurek e col., 2008).

1.1 Pulmao

O pulmédo é um o6rgdo que atua efetivamente no processo de trocas gasosas entre o
sangue e o ar inspirado, tendo como estrutura basica de conducdo o sistema da arvore
respiratoria que se constitui da traquéia, a qual ao ramificar-se origina dois bronquios,
também conhecidos como primarios. Estes ao penetrarem nos pulmdes irdo dirigir-se para
baixo e para fora, e ao ramificarem-se dardo origem aos bronquios lobares. Estes ltimos ao
se dividirem repetidas vezes formam estruturas cada vez menores e ddo origem a uma
estrutura complexa que constitui os bronquiolos (terminais). Estes por sua vez terminam nos
bronquiolos respiratorios que marcam, entdo, o inicio da por¢ao respiratoria. Esta compreende
os ductos alveolares, sacos alveolares e alvéolos que compdem no seu todo o parénquima
pulmonar (Kobzik e col., 1999).

Desta forma, fica claro que o pulmio encontra-se em contato amplo com o meio
externo, ficando, assim, exposto a a¢do de diversos agentes agressores incluindo patoégenos,
poluentes, substancias antigénicas e xenobioticos. Para manter a integridade indispensavel ao
fendmeno de trocas gasosas que se da ao nivel dos alvéolos e capilares, o pulmao, no curso do

processo evolutivo, manteve um sistema de detoxificagdo e de defesa particularmente

1



adaptativos e eficazes. No entanto, as estruturas alveolares sdo bastante finas e com grande
susceptibilidade a respostas de natureza inflamatéria, o que tem por consequéncia a
ocorréncia de uma ampla gama de patologias inflamatorias (Caramori e col., 2003, Kobzik e

col., 1999).

1.2 — Disfuncg6es pulmonares

As doengas pulmonares de carater difuso sdo classificadas em duas categorias: (1) as
doengas obstrutivas, caracterizadas por aumento da resisténcia ao fluxo de ar devido a
presenga de obstrugdo parcial ou completa em qualquer nivel, desde a traquéia e bronquios
principais até os bronquiolos terminais e respiratorios; e (2) as doengas restritivas,
caracterizadas por reducdo da expansdo do parénquima pulmonar, com diminui¢do da funcao
pulmonar total. Algumas disfun¢des podem ainda apresentarem-se como mistas, com
caracteristicas tanto de natureza obstrutiva quanto restritiva (Rushton, 2007).

Os principais distirbios obstrutivos (excluindo tumores ou a inalagdo de corpo
estranho) sdo verificados em patologias como enfisema, bronquite cronica, bronquiectasia e
asma. Em pacientes com essas doengas, as provas de fun¢do pulmonar revelam uma limitagdo
das taxas de fluxo aéreo maximo durante a expira¢do forcada. A obstrugdo do fluxo aéreo
expiratorio pode resultar do estreitamento anatdmico das vias aéreas, conforme observado
classicamente na asma, ou da perda da retragdo elastica do pulmao, que tipicamente ocorre no
enfisema (Robbins ¢ col., 2000).

Por outro lado, as doengas restritivas sdo identificadas por uma reducgdo da capacidade
pulmonar total, enquanto o fluxo expiratério apresenta-se normal ou proporcionalmente
reduzido. Duas sdo as condi¢Oes gerais nas quais podem-se observar alteragdes de carater
restritivo: (1) distirbios da parede toracica na presenga de pulmdes normais como, por
exemplo, doengas pleurais; e (2) doencas infiltrativas e intersticiais agudas ou crdnicas
(Castranova e col., 2000). A Sindrome da Angustia Respiratéria do Adulto (SARA) ¢
considerada uma doenga restritiva classica. As doencas restritivas cronicas incluem as que sdo
causadas pela inala¢do de poeira ou pneumoconioses ¢ a maioria das condi¢des infiltrativas,
como ¢ o caso da silicose (Castranova e col., 2000). Embora a patogénese das disfun¢des
pulmonares obstrutivas e restritivas seja complexa e ndo completamente elucidada, fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas e reguladores de apoptose t€ém sido implicados nestes

processos (Kobzik e col., 1999, Rushton, 2007).



1.3 Pneumoconioses

O termo pneumoconiose foi criado por Zenker, em 1866, para designar um grupo de
doengas pulmonares como, por exemplo, a antracose que ¢ causada por pd-de-carvao, a
asbestose por asbestos, a beriliose por berilio e a silicose causada por particulas de silica
cristalina, cujas poeiras fibrosantes sdo comumente encontrada em locais de trabalho. Em
1971, este termo foi redefinido para "aciimulo de poeiras nos pulmodes e a reacdo tecidual a
sua presenca" ficando estabelecido como “poeira” um aerossol composto de particulas solidas
inanimadas (Fujimura, 2000). O desenvolvimento de pneumoconioses depende: (1) da
quantidade de poeira retida no pulmio e nas vias aéreas; (2) do tamanho e da forma e,
portanto, da flutuagdo das particulas; (3) da solubilidade e das propriedades fisicoquimicas
das particulas; e (4) de possiveis efeitos adicionais de outros irritantes (por exemplo,

tabagismo) (Godleski, 1994).

1.4 Silicose

Dentro do contexto acima mencionado situa-se a silicose, que ¢ uma doenga pulmonar
causada pela inalacdo de dioxido de silicio ou silica na sua forma livre e cristalina
(Castranova, 2004, Christie e col., 2004, Godleski, 1994). A silicose, que atualmente constitui
a doenca ocupacional cronica de maior prevaléncia no mundo, manifesta-se habitualmente,
apos varias décadas de exposicdo, sob a forma de pneumoconiose fibrosante nodular
lentamente progressiva. E diagnosticada através da radiografia de térax simples que revela a
presenca de finas nodulagdes nas regides superiores dos pulmdes (Terra Filho e col., 2006). A
fun¢do pulmonar pode estar na condigdo normal ou moderadamente afetada, sendo que na
maioria dos pacientes a dispnéia surge numa fase mais tardia. Esta patologia apresenta, em
geral, uma evolugdo bastante lenta, progressiva e irreversivel, levando a insuficiéncia
respiratoria, que ¢ decorrente de alteragcdes da ventilagdo pulmonar e das trocas gasosas. Estas
consistem entdo em um fator limitante para as atividades cotidianas do paciente (Morgan e
col., 1995, Rimal e col., 2005) mesmo em situagdes onde o paciente ndo esteja mais exposto a
inalagdo de particulas de silica (Godleski, 1994). Em humanos, a silicose caracteriza-se por
nddulos fibroticos causados por uma inflamacdo persistente que leva a proliferagdo de
fibroblastos e acimulo exagerado de colageno (Cook e col., 2002, Hunninghake e col., 1984).

Entre as atividades de maior risco encontram-se aquelas que envolvem jateamento de
areia, mineragdo, trabalho em fundicao de ferro, industrias de ceramica e abrasivos, pedreiras

e moagem de granito (Mossman e col., 1998). A silicose caracteriza-se pela ocorréncia em



trés diferentes formas: aguda, acelerada e cronica, estando a progressao da doenca vinculada a
taxa de deposicdo e quantidade de particulas de silica inaladas (Driscoll e col., 1997b). A
silicose aguda resulta da exposicdo a elevados niveis de poeira associados a jateamento com
areia e pedra de perfuracdo, sendo caracterizada por um inicio rapido (apds poucos anos de
exposicdo) e consiste de proteinose alveolar, edema e recrutamento celular, o que acaba
resultando em uma dramatica diminuicao da troca gasosa. A forma acelerada desenvolve-se
mais lentamente e caracteriza-se por lipoproteinose alveolar, inflamacdo cronica e fibrose
com presenca de granulomas (Castranova, 2004). J& a forma cronica tem um periodo de
laténcia de 20-40 anos. E caracterizada por infiltrado celular intenso, deposi¢do de colageno,
nddulos silicoticos ¢ perda da fungdo pulmonar. Este processo envolve citotoxicidade direta
da particula de silica cristalina em células pulmonares, devido as propriedades da sua
superficie. Além disso, macrofagos alveolares e/ou células epiteliais sdo estimulados a
produzir citocinas e quimiocinas inflamatérias (Misson e col., 2004). Como resultado do
recrutamento e ativagdo de macrofagos alveolares e neutréfilos, ocorre a producao elevada de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que irdo causar lesdo no parénquima pulmonar
(Castranova, 2004, Misson e col., 2004). Em resposta ao dano pulmonar causado pelo estresse
oxidativo, macrofagos alveolares e/ou células epiteliais sofrem processo de ativacao seguido
da geracdo e conseqiiente liberacdo de fatores de crescimento e mediadores fibrogénicos,
resultando na ativacdo de fibroblastos e subsequente fibrose pulmonar (Castranova e col.,
2000, Driscoll e col., 1997b) (Figura. 1).

Até a década de 80, ndo havia sido feita uma correlagdo entre a presenga de silica e o
cancer de pulmdo. Porém, em 1994, Parkes, descreveu a associacdo entre o carcinoma
broncogénico e pacientes com silicose. A (Saude)Organizagdo Mundial de Satide - OMS
(1986), afirmou que ndo ha risco de cancer de pulmio em exposi¢cdes ocupacionais até 40
mg/m’. No entanto, o parecer publicado pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer da
OMS — IARC (Cancer, 1997) indica que ha evidéncias tanto em humanos como em modelos
experimentais, de que a silica cristalina inalada na forma de quartzo ou cristobalita de fontes

ocupacionais ¢ carcinogénica.
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Figura 1:. Mecanismos envolvidos na iniciacdo e progressdo da silicose. Produtos
oxidantes sdo gerados diretamente a partir da superficie reativa da silica e como resultado da
fagocitose das particulas. Essas espécies reativas de oxigénio em macréfagos ativam a
transcricdo de fatores que controlam a expressdo génica de uma variedade de quimiocinas e
citocinas inflamatoérias e fatores fibrogénicos. Adaptada de Castranova, 2004.

1.4.1 Epidemiologia

A silicose representa um sério problema de satde publica uma vez que, apesar de ser
evitavel, apresenta altos indices de incidéncia e prevaléncia, especialmente nos paises em
desenvolvimento (Rees e col., 2007). E uma doenca irreversivel e, apesar do arsenal
terapéutico disponivel, ndo ha um tratamento especifico para a silicose até o presente
momento. A terapia de suporte inclui procedimentos que trazem alivio ao paciente e inclui o
uso de antitussigenos, broncodilatadores e oxigénio quando necessario (Rimal e col., 2005).
No entanto, a remocdo das particulas coloca-se como uma alternativa para evitar o
agravamento da doenga (Terra Filho e col.,, 2006). De acordo com a publicagdo da

OMS(Saunde) (http://www.who.int/occupational heatth), a silicose ¢ uma doenga ocupacional

que produz o maior nimero de vitimas e mata anualmente centenas de pessoas em todo o
mundo, podendo promover com graves transtornos para a satude do trabalhador, assim como
resultar em um sério impacto socio-econdmico. Embora varias medidas sanitdrias tenham sido
implementadas para o controle da silicose, a incidéncia desta patologia em paises

desenvolvidos e naqueles em desenvolvimento é ainda bastante elevada.



As particulas de silica estdo presentes em uma ampla variedade de situagdes: extragcdo
e beneficiamento de rochas como o granito e pedras em geral, mineragcdo de ouro, arsénico,
estanho e pedras preciosas e perfuracdo de pogos, nas industrias de ceramica, de materiais de
construgdo, na fabricacdo de vidro e de fertilizantes (rocha fosfatica), em fundi¢des ¢ na
producdo de talco (comumente contaminado com silica), operacdo de jateamento de areia,
retifica e polimento de metais e minerais com abrasivos contendo silica, e em atividades de
manutengdo e limpeza de fornos, moinhos e filtros; além da confeccdo de protese dentaria
(Terra Filho e col., 2006).

O numero estimado de trabalhadores potencialmente expostos a poeiras contendo
silica é superior a 6 milhdes somente no Brasil (em torno de 4 milhdes na construgdo civil,
500 mil em mineragdo e garimpo e acima de 2 milhdes em industrias de transformacgdo de
minerais, metalurgia, industria quimica, ceramicas e vidros), em particular na regido sudeste,
onde a mineracdo (9%), exploragdo de pedreira (16%), construgdo civil (67%) e industrias de
processamento de minerais (34%) constituem atividades econdmicas predominantes. Nas
regides de seca no nordeste, a escavacdo de pogos com alto conteudo de quartzo resulta em
uma prevaléncia de 26% de silicose nos individuos (FUNDACENTRO, 2008)

(http://www.fundacentro.gov.br). Estas taxas de prevaléncia referem-se aos trabalhadores em

atividade e o contraste entre as mesmas reflete as condicdes de exposicdo dentro de cada
grupo analisado. Somente no estado de Minas Gerais, calcula-se que haja cerca de 7400 casos
provenientes da mineracdo de ouro - Ministério da Saude(Saude, 1997), sendo cerca de 4500
casos na regido de Nova Lima. Os nimeros de casos provenientes de garimpo e lapidacdo nao

sdo bem conhecidos.

1.4.2 Silica

A silica é o nome genérico utilizado para denominar compostos que possuem um
atomo de silicio e dois de oxigénio, e que ao se estruturarem entre si formam diversas
substancias quimicas. Apresenta-se na forma cristalina (quartzo, cristobalita e tridimita) ou
amorfa, sendo a primeira a de maior importancia no contexto ocupacional, j4 que a forma
amorfa praticamente ¢ atoxica para os pulmdes (Balaan e col., 1993). As particulas de poeira
inalada depositam-se em varios locais do sistema respiratorio dependendo do tamanho, forma,
massa, caracteristicas aerodinamicas e outras propriedades fisicas (Hounam e col., 1983).
Como as particulas sdo irregulares, seu tamanho ¢ expresso em didmetro aerodindmico, um

parametro que descreve o movimento da particula inalada no ar inspirado. O diametro



aerodindmico determina onde as particulas inaladas se depositaram no pulmio (Hounam e
col., 1983). Particulas maiores do que 15 pm de massa media de didmetro aerodindmico
(MMAD) ficam retidas na regido nasal, chamadas de frag@o inalavel. As intermediarias, entre
5 a 10 pm depositam-se nos bronquios e bronquiolos, chamadas de fracdo respiravel, sendo
removidas através do mecanismo mucociliar. As menores penetram nos bronquiolos terminais
e alvéolos e sdo parcialmente removidas pelos macrofagos alveolares. No pulmdo humano
verificou-se que as particulas de silica retidas t€ém didmetro que varia entre 0,5 a 0,7 pm.
Outras particulas entram em contato com o epitélio alveolar levando ao aumento da sintese da
Proteina Inflamatéria de Macrofagos 2 (MIP-2) e outras quimiocinas que atuam atraindo
neutrofilos (Barrett e col., 1998). Além disso, parte das particulas atravessa o epitélio
respiratorio, sendo fagocitadas pelos macréfagos intersticiais, ou deposita-se diretamente no
intersticio (Brody e col., 1982). Horas apds a exposi¢do a aerossoéis de silica, foi verificado
que macrofagos alveolares, fisiologicamente dispostos ao acaso nos alvéolos pulmonares,
encontram-se concentrados na bifurcagdo do duto alveolar, local onde as particulas
depositam-se (Brody ¢ col., 1980). Evidéncias indicam que a interac¢do das particulas de silica
com os macrofagos alveolares se faz através de receptores do tipo “scavenger” (Kobzik, 1995,
Palecanda e col., 2000). Vale ressaltar que a silica tem propriedades citotoxicas, em grande
parte devido a radicais livres presentes na superficie cristalina. Estes radicais, intermediarios
reativos de oxigénio (ROS) sdo formados durante a ruptura ou esmagamento da silica e tém
uma meia-vida de cerca de 1 - 2 dias (Lapp e col., 1993, Vallyathan e col., 1988). Os ROS
podem atuar como mensageiros secunddrios estimulando a transloca¢do do fator de
transcrigdo relacionado com estresse, o fator nuclear kappa B (NF-kB) (Schreck e col., 1992).
As citocinas pro-inflamatorias como o fator de necrose tumoral o (TNF-a) e a Interleucina 1
(IL-1B) também possuem um papel critico na silicose pulmonar, mediando inicialmente a
reacdo inflamatoria aguda e participando mais tardiamente da indugdo do processo
fibrogénico (Piguet e col., 1990).

Dados na literatura relatam evidéncias de que a IL-1 apresenta um potencial
fibrogénico (Lappalainen e col., 2005). Alguns estudos, tanto em humanos como em animais,
demostraram a presenca de IL-1B na inflamagdo crénica e em processos de fibrogénese
pulmonar, associada ao acumulo de miofibroblastos e depdsito de matriz extracelular

(Dinarello, 1997, Phan, 2002).



1.5 Fibrose Pulmonar

Para muitos a resposta de fibrose pulmonar ¢ vista tradicionalmente como um
fendmeno que ocorre posteriormente a uma resposta inflamatoria de carater agudo, muito
embora até o presente momento ndo haja evidéncias conclusivas que comprovem a real
existéncia de uma correlagdo direta entre parametros inflamatoérios ¢ a evolugdo da doenga.
No entanto, tem sido descrito na literatura que a fibrose tecidual se amplifica a partir da
ocorréncia de uma lesdo inicial e atua modulando o fenémeno de reparo tecidual, no que
tange tanto ao acumulo de células mesenquimatosas como a sintese de componentes da matriz
extracelular (Keane e col., 2002). Este fato tem direcionado diversos grupos de pesquisadores
a focar seus estudos na expressdo de componentes da matriz extracelular e moléculas
normalmente envolvidas na regulacdo da homeostase. No caso particular da matriz
extracelular, evidéncias indicam que sua manutencdo ¢ um processo dindmico, no qual ha a
sintese de proteinas como colageno fibrilar, fibronectina e proteoglicanas, sempre balanceada
por uma taxa equivalente de proteodlise (Castranova, 2004). Como reguladores tem sido dada
énfase a uma classe de proteases conhecida como metaloproteinases de matriz (MMP), cuja
atividade enzimatica ¢é regulada por uma familia de inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMP). Tem sido reportado na literatura que durante a desregulacdo do processo
homeostatico ocorre a formacgdo de fibrose tecidual, que corresponde a um fendémeno de
reparo excessivo, traduzido por alteragdes funcionais importantes (Keane e col., 2002). Neste
cenario amplo incluem-se, também, outras células residentes como as epiteliais, de
revestimento da arvore bronquica, bem como outras células constitutivas (macrofagos), que
desempenham uma participacdo importante como contribuintes do processo de agressdo
tecidual mediante a ativagdo em cascata de diferentes tipos celulares e fendmenos de reparo

(Mossman e col., 1998, Rocco ¢ col., 2003).

1.5.1 Células epiteliais
Células epiteliais tém como caracteristica basica a fungdo de revestimento de diferentes locais
do organismo, dentre os quais a arvore respiratoria. No caso particular dos alvéolos, adquirem
a denominacdo de pneumocito [ e II e possuem participacdo ativa no processo de trocas
gasosas. Neste sentido, um crescente nimero de evidéncias aponta para um papel importante
das células epiteliais das vias aéreas no estabelecimento do quadro inflamatério. Este
fendmeno parece estar associado a uma alteragdo fenotipica que leva a produgdo de uma

variedade de mediadores que incluem prostaglandinas, fator de agregacao plaquetaria (PAF),
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citocinas e quimiocinas (Jany e col., 1995, Kinnula, 1992, Smith e col., 1990). Estudos
complementares demonstraram a capacidade de células epiteliais bronquicas de expressar
moléculas de adesdao (CD 11b/CD18, molécula de adesdo intercelular 1- ICAM-1), o que de
forma clara reforca a potencial contribuicdo destas células no recrutamento leucocitario para o

foco inflamatorio (Kai e col., 1994).

1.5.2 Macrofagos alveolares

Os macrofagos alveolares aparecem, em geral, localizados no interior dos alvéolos e
constituem as primeiras células residentes que entram em contato com o agente agressor.
Apresentam-se em numero elevado no intersticio pulmonar e dentro dos alvéolos,
constituindo, assim, importantes células efetoras do processo de imunidade imediata. Sua
implicagdo no processo de reparagdo ¢ relevante uma vez que possuem a capacidade de
liberar citocinas e fatores quimiotaticos que podem regular tanto o acimulo local de células
mesenquimatosas (fibroblastos) como de matriz extracelular.

Os macrofagos sdo importantes membros da linhagem de células mononucleares, e
apresentam heterogeneidade fenotipica de forma associada: i) ao processo de diferenciacio
celular que esta diretamente relacionado ao tipo de citocina com a qual faz contato e interacdo
com o estroma em Orgdos hematopoiéticos; ii) a uma ampla distribui¢do em tecidos do
organismo e; iii) a variada responsividade a estimulos enddgenos e exdgenos. O
reconhecimento destes estimulos faz-se mediante interagdo com uma gama extensa de
receptores ligados & membrana plasmatica, que irda resultar em fagocitose ou endocitose,
sinalizacdo intracelular e alteracdes complexas de ativag@o e repressdo de genes. Os ligantes
reconhecidos por macréfagos incluem os receptores do tipo ’scavenger”, opsoninas (no caso
de anticorpos, complemento, colectinas e proteina ligante de lipopolissacarideo), ou ainda o
reconhecimento direto de carboidratos, proteinas, lipidios e acido nucléico através dos
receptores do tipo “Toll” e lectinas. Estes ultimos possuem marcada importancia no
reconhecimento ndo apenas de residuos bacterianos conservados como também de estruturas
endogenas como lipoproteinas, hidrolases lisosomais, proteinas de choque térmico e
complexos de proteinases, 0 que os torna pecas fundamentais no “clearance” do espago
extracelular e homeostase tecidual, compondo parte do mecanismo de defesa do organismo
(Dunn e col., 2003). De forma interessante, dados de literatura relataram que na condi¢do da
ativacdo classica de macrofagos por agentes microbianos e/ou citocinas do tipo Thl como o

interferon gama (IFN-y), em particular, foi verificada a produgdo de grandes quantidades de
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oxido nitrico e citocinas pro-inflamatorias envolvidas em processos de citotoxicidade,
“killing” microbiano e regulacdo da proliferagdo celular (M1 ou polarizacao do tipo 1). Mais
recentemente, entretanto, foi demonstrado que macrofagos podem sofrer processo de ativagdo
alternativo quando na condi¢cdo de estimulagdo por citocinas Th2 como IL-4 e IL-13 (M2 ou
polarizagdo do tipo 2) (Misson e col.,, 2004). Nesta condigdo de ativagdo alternativa de
macrofagos, foi detectada a indug@o da enzima arginase, associada a sintese de poliaminas e
biossintese de prolina, indicando assim que estas células poderiam desempenhar um papel
importante no controle da proliferacdo celular, deposi¢do de colageno e reparo tecidual
(Misson e col., 2004).

No caso particular da silicose, macrofagos pulmonares constituem as células de defesa
mais importantes uma vez que atuam como primeiro elemento de contato com as particulas de
silica. Em um primeiro contato, os macrofagos alveolares ligam-se e engolfam as particulas
de silica, e aqueles que sobrevivem ao processo de apoptose, conseqiiente da interagdo com a
silica, escapam através dos linfonodos proximais ou eventualmente sdo expelidos para fora do
trato respiratorio (Hamilton e col., 2008). Alternativamente, os macrofagos ativados migram
para o espago intersticial, onde liberam uma ampla gama de mediadores inflamatorios e
profibroticos, contribuindo desta forma para a progressdo do quadro fibrético induzido pela

silica ao nivel pulmonar (Hamilton e col., 2008).

1.5.3 Fibroblastos/Miofibroblastos

Fibroblastos sdo células mesenquimais que normalmente se encontram no estroma de
varios tecidos, e, no caso do pulméo, estdo presentes na adventicia de estruturas vasculares ¢
nas vias respiratorias (Phan, 2008). Na condigdo de lesdo tecidual, semelhante ao que ocorre
na silicose, os fibroblastos proliferam, migram e produzem grandes quantidades de
componentes da matriz extracelular, que ajuda a reparar o tecido lesado. Essa populacdo
apresenta fenotipo diferente, sendo assim heterogénea e ocupa grande parte da les@o durante o
periodo ativo do processo de fibrose. Um desses fendtipos corresponde ao miofibroblasto que
se caracteriza por ser uma célula com alta plasticidade fenotipica, por possuir fun¢do primaria
no processo de reparo ¢ remodelamento, ou seja, atuante na regulacdo da degradagdo da
matriz via secrecdo das metaloproteinases e substitui¢do por matriz recém sintetizada. Nesta
condi¢do, estas células passam a expressar a proteina a-actina de musculo liso (a-SMA)
(Hamilton e col., 2008, Sappino e col., 1990) e adquirem caracteristicas morfologicas, com

clara presenga de fibras de estresse (Eckes e col., 2006, Kinnula, 1992).
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Durante o desenvolvimento da resposta fibrética, os miofibroblastos sofrem ativacdo
por uma série de fatores de crescimento como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e fator transformador de crescimento 3
(TGF-B) (Kovacs e col., 1994, Schafer e col., 2007). Dentre estes, recebe destaque o TGF-3
por seu potente efeito indutor de proliferagdo e ativacdo de fibroblastos, com consequente
expressdo de a-SMA e aumento da producao de colageno (Phan, 2008, Powell e col., 1999).
Leucocitos, células do parénquima e células epiteliais sdo os responsaveis pela produgdo
destes fatores, incluindo os proprios fibroblastos que se mostram aptos a secretar TGF-p,
conFiguraurando assim um processo de regulacdo autocrina (Border e col., 1994).

Somado ao processo de diferenciagéo e proliferacdo dos miofibroblastos, estas células
atuam como principais produtoras dos componentes da matriz extracelular no processo
fibrético, secretando principalmente colageno dos tipos I, III e IV (Phan, 2008), assim como
fibronectina. Nao somente os miofibroblatos sdo fontes de colageno e outras proteinas de
matriz, mas também sdo consideradas células altamente dindmicas e ativas. Estas células
podem gerar um arsenal de mediadores quimicos, como citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e mediadores lipidicos, que de um modo geral, amplificam e sustentam a resposta
cronica (Phan, 2002, Powell e col., 1999). Portanto, os miofibroblastos além de funcionarem
como cé¢lulas estruturais principais produtores de colageno, parecem possuir também uma

funcdo imunoreguladora, assim como as células inflamatorias.

1.6 Mediadores da resposta a silica.

1.6.1 Citocinas e quimiocinas

Citocinas sdo proteinas de aproximadamente 25 kDa produzidas por diversos tipos de
células do organismo. Geralmente sdo liberadas em resposta a um estimulo e atuam através da
ligacdo a um receptor especifico presente na membrana celular. Estas moléculas podem agir
de forma autocrina, afetando o comportamento das células que as liberaram ou de forma
paracrina, afetando o comportamento de células adjacentes. Algumas citocinas podem atuar,
também, de forma endocrina, afetando células distantes, porém isso depende do tempo de
meia-vida e da sua producdo na circulacdo (Barnes e col., 1998). Estas proteinas tém como
caracteristica uma agdo pleiotropica, ou seja, uma Unica citocina pode atuar em diferentes
células induzindo diferentes efeitos bioldgicos. Na fase de ativacdo das respostas
imunoldgicas as citocinas estimulam o crescimento e a diferenciacdo das células do sistema

imune, enquanto que na fase efetora podem induzir a ativagdo de células como linfocitos e
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macrofagos. Assim, as citocinas sdo consideradas como proteinas reguladoras do sistema
imunologico, sendo essenciais na formacdo das repostas imunoldgicas tanto inata como
adaptativa, bem como no estabelecimento e manutencdo da memoria imunologica
(Chabalgoity e col., 2007).
As quimiocinas compdem um grupo particular de citocinas quimiotaticas, tendo sido
identificados mais de 30 exemplares até o presente momento (Barnes e col., 1998, Wynn,
2008). Possuem caracteristicas semelhantes como o baixo peso molecular, similaridades em
suas sequéncias iniciais, assim como a presenca de uma regido contendo dois ou quatro
residuos de cisteina, que formam pontes dissulfidicas na estrutura terciaria da proteina. Sao
subdivididas em quatro subfamilias, a saber, CXC, CC, C e CX;C, cujo elemento de
diferenciacdo ¢ dependente da presenca ou auséncia de um residuo de aminoacido localizado
entre os dois primeiros dos quatro residuos conservados de cisteina (Chabalgoity e col.,
2007). Estudos demonstraram que as quimiocinas podem ter diversas funcdes durante o
processo inflamatdrio, as quais podem estar relacionadas ao recrutamento celular, ativacao e
diferenciacdo das células que participam deste processo (Wynn, 2008). Dentre as quimiocinas
mais atuantes em processos de natureza fibrotica merecem destaque MIP-1a (CCL3), Proteina
quimiotatica de mondcitos 1 - MCP-1 (CCL2), “Regulated on activated normal T cell
expressed and secreted” - RANTES (CCL5) e Quimiocina derivado de macrofagos - MDC
(CCL22) (Wynn, 2008).

Na condig¢do de exposicao as particulas de silica foi verificada a produgéo de citocinas
e quimiocinas, além de fatores de crescimento provenientes de macrofagos alveolares e
pneumdcitos tipo II, que estdo associados tanto ao inicio como a progressdo da doenca
(Castranova ¢ col., 2000, Driscoll e col., 1997a). Dentre estes, o TNF-o tem sido proposto
como uma citocina crucial na patogénese da silicose (Driscoll e col., 1997b). Driscoll e
colaboradores (1996) demonstraram haver uma relacdo direta entre a producdo de TNF-a. por
macrofagos alveolares e a infiltracdo de células inflamatoérias no pulmao de ratos expostos a
silica. A IL-1 também foi descrita como uma citocina importante no quadro silicético,
atuando na expressdo de moléculas de adesdo através da geracdo de quimiocinas (Driscoll e

col., 1996).

Dentro do contexto da fibrose, uma citocina tem recebido especial atencdo, a IL-13,
em funcdo de sua capacidade de agir diretamente sobre fibroblastos pulmonares (Doucet e
col., 1998) e células mononucleares/macréfagos (Belperio e col., 2002), além de induzir

hiperresponsividade das vias aéreas (AHR), alteracdes nas células epiteliais, hipersecrecdo de
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muco, inflamacdo das vias aéreas, remodelamento tecidual e fibrose (Karp e col., 2004,
Wynn, 2003). Evidéncias apontam para o envolvimento da IL-13 em diversas patologias
inflamatorias cronicas de carater fibrotico como esquistossomose, hepatite viral, asma
bronquica, doenca de Crohn, doenga pulmonar intersticial (Fuss e col., 2004, Hasegawa e col.,

1997, Ray e col., 2000).

1.6.1.1 Interleucina 13
A IL-13 ¢ uma citocina do tipo Th2, primeiramente descrita por seus efeitos em linfocitos B e
monocitos, promovendo mudanga de classe de imunoglobulina para IgE e induzindo a
expressdo do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe II (Wynn, 2003).
A IL-13 desencadeia seus efeitos através da ligacdo ao receptor IL-13Ral, que, por sua vez,
forma um heterodimero com o receptor da IL-4 (IL-4Ra), com processo de sinalizacdo
intracelular sendo dependente da via JAK-STATG6 (Kelly-Welch e col., 2003, Murata e col.,
1999). Entretanto, foi demonstrado que a IL-13 possui grande afinidade de ligacdo a cadeia
a2 de seu receptor IL-13Ra2, que ¢ reconhecido como um receptor “decoy” (Kawakami e
col., 2001). Faltam evidéncias indicativas da efetividade da transmissdo do sinal celular, fato
este atribuido ao curto dominio citoplasmatico deste receptor (Fichtner-Feigl e col., 2006),
tendo sido entdo proposta uma acdo antagonista para este receptor (Bataller e col., 2005,
Kasaian e col., 2008, Wynn, 2004). Entretanto, Fichtner-Feigl e colaboradores (2005), de
forma contraria, propuseram ser o receptor IL-13Ra2 capaz de desencadear uma resposta
biologica, uma vez que foi detectada a producdo de TGF-B mediada pela ativagdo deste
receptor. Isto claramente apontava para um potencial envolvimento deste receptor na fibrose.
Através de ensaios utilizando uma linhagem de macrofagos murinos, os autores observaram
que a ativagdo com IL-13 ndo era capaz de induzi a geracdo de TGF-B ou de induzir a
expressdo do receptor IL-13Ra2 (Fichtner-Feigl e col., 2006). Entretanto, de forma curiosa,
quando as células eram estimuladas com IL-13 e TNF-a, ambas as respostas passavam a ser
detectadas, sugerindo que a ligacdo do TNF-a ao receptor TNFR1 e da IL-13 ao complexo
IL-4Ro — IL-13Ral resultaria na expressdo do receptor IL-13Ra2. A IL-13, através da
ligacdo ao receptor IL-13Ra2, levaria a ativacdo do fator de transcricdo do ativador de
proteina 1 (AP-1) direcionando a sintese de TGF-f (Figuraura 2). De forma elegante, os
autores demonstraram em um modelo de fibrose pulmonar que o tratamento com antagonista
de TNF-a inibiu a expressdo do receptor IL-13Ra2 in vivo, reduzindo os niveis de TGF- e

suprimindo a fibrose pulmonar (MacDonald, 2006). Vale mencionar, entretanto, que uma vez
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que a resposta fibrotica apresenta particularidades inerentes ao 6rgdo e ao agente etioldgico
em questdo, estudos mais aprofundados se fazem necessarios para o melhor entendimento

acerca da real importancia do receptor IL-13Ra2 para a fibrose.

TNF-a G G i

IL-4Ra IL-13R a1 G

TNFF{1® IL-13R02
TGF-B
NFxB

STA_I/

6 AP-1
- IL-13Ro2 gene TGF-p1 gene

Figura 2: A IL-13 induz producéo de TGF-B em macrdfagos atraves de dois mecanismos
aditivos. Em resposta a estimulagdo combinada de TNF-a no receptor TNFR1 e da IL-13 no
receptor IL-13Ral ha ativagdo dos fatores de transcricio NFk-B e STAT6 que atuam
induzindo a expressao de IL-13Ra2. A ligacdo da IL-13 ao receptor IL-13Ra2, através da
ativagdo do fator de transcricdo AP-1, induz a expressdo e conseqiiente liberagdo de TGF-j,
que aumenta a produ¢do de matriz extracelular por fibroblastos. Retirada de MacDonald,
2006.

No entanto, tomando por base as evidéncias indicativas da relevancia da IL-13 no
contexto do componente fibrético, especial atencdo foi destinada a esta citocina por alguns
grupos de pesquisa que a consideram como um alvo terapéutico em potencial. Neste sentido
algumas tentativas foram realizadas, dentre as quais destaca-se o desenvolvimento de
proteinas quiméricas ou imunotoxinas (Jakubzick e col., 2004b, Joshi e col., 2005,

MacDonald, 2006).
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1.6.1.1.1 IL-13PE

As imunotoxinas compdem uma nova classe de proteinas terapéuticas que consiste da
fusdo de uma molécula de anticorpo ou fator de crescimento a uma toxina de planta (Bagga e
col., 2003, Batra e col., 1992) ou de bactéria (Batra e col., 1991), incluindo neste ultimo caso
a exotoxina de Pseudomonas (PE) (Batra e col., 1990, Puri e col., 1992) ou a toxina do Antrax
(Liu e col., 2003a, Liu e col., 2003b). A proteina conjugada liga-se a seus respectivos
antigenos ou receptores localizados em células alvos, este conjunto ¢ internalizado, ¢ medeia
citotoxidade celular apds ser processado no compartimento intracelular especifico (Joshi e
col., 2005).

No caso da IL-13 foi desenvolvida a quimera (IL-13PEQQR38 ou IL-13PE) que ¢
derivada da fusdo de uma molécula de IL-13 humana, que reconhece e liga-se ao receptor
para IL-13, ¢ de uma forma mutada da exotoxina de Pseudomonas (Debinski ¢ col., 1995). A
PE ¢ uma cadeia simples de proteina bacteriana com trés grandes dominios (Puri e col., 1992).
O N-terminal localizado no dominio Ia liga-se ao receptor a2-macroglobulina, e o complexo
ligante-receptor sofre endocitose para permitir o encaminhamento e processamento da toxina
(Puri e col., 1992). O dominio II ¢ um sitio de clivagem proteolitica que ativa a PE e que ¢
essencial para catalisar a translocagdo da toxina para o citoplasma. O dominio III contém a
seqiiéncia REDLK, que dirige o fragmento processado da PE para o reticulo endoplasmatico
onde ocorre a etapa final de indu¢do da morte celular (Puri e col., 1992). O dominio Ia PE ¢
entdo substituido por uma IL-13 humana para construir a proteina quimérica IL-13PE
(Debinski e col., 1995) (Figura4). Essa proteina ¢ altamente toxica para células que possuem o
receptor para IL-13 (Joshi e col., 2005).

A IL-13PE foi inicialmente desenvolvida para alvejar e matar seletivamente células
tumorais pelo fato de ter sido verificado que estas células apresentavam uma maior expressao
do receptor tanto para IL-4 quanto para IL-13 (Debinski e col., 1995, Puri e col., 1996).
Posteriormente foi evidenciado que a administracdo intranasal de IL-13PE mostrou-se
eficiente em reduzir o quadro de fibrose peribronquica pulmonar induzida por Aspergillus
fumigatus (Blease e col., 2001b, Blease ¢ col., 2002), fibrose granulomatosa induzida por
Schistossoma mansoni (Jakubzick e col., 2002) e, também, fibrose pulmonar induzida por
bleomicina (Jakubzick e col., 2003a). A IL-13PE apos ligar-se ao receptor para a IL-13 na
superficie celular, impede a iniciagcdo da sintese protéica levando a morte celular através de

processos de necrose e/ou apoptose (Kawakami e col., 2002, Shimamura e col., 2008).
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Figura 3: llustragdo esquematica da construcao quimérica da IL-13PE. A forma truncada
da exotoxina de Pseudomonas foi expressa em um sistema procaridtico de Escherichia coli

(pET 24a), sendo feita a insercdo de um gene resistente a canamicina como antibiotico seletor.

Adaptada de Joshi e Puri, 2004.
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2 OBJETIVO GERAL

Tomando por base a inexisténcia de um tratamento eficiente para a silicose, torna-se

premente a necessidade da identificagcdo de alvos terapéuticos e consequente busca por uma

terapia eficaz no controle desta doenga. Considerando-se, entdo, o papel profibrotico da IL-13

e a propriedade antifibrotica da imunotoxina IL-13PE, neste trabalho tivemos como objetivo

investigar o potencial efeito do tratamento com a IL-13PE sobre o quadro silicotico em

camundongos. Para tanto foi utilizado o modelo experimental de silicose murina e a

administracdo curativa da IL-13PE.

®
L4

®
L4

2.1. Objetivos especificos

Avaliar a cinética de alteragdo da fun¢do pulmonar (resisténcia e elastancia) ¢ a
hiperreatividade das vias aéreas ao agente broncoconstrictor metacolina, bem como as
alteragdes morfologicas do parénquima pulmonar, 7 e 28 dias apds a provocagao;
Avaliar a cinética de gerag¢ao de IL-13 no pulmao de camundongos silicoticos, 7 e 28
dias ap6s a provocagdo;

Avaliar o efeito do tratamento com IL-13PE sobre a funcdo pulmonar (resisténcia e
elastincia) e hiperreatividade das vias aéreas, 28 dias apds a provocagao;

Avaliar o efeito do tratamento com IL-13PE sobre geragdo de mediadores
inflamatorios e profibroticos (citocinas e quimiocinas), bem como de componentes da
matriz extracelular (colageno, fibronectina e laminina), 28 dias apos a provocagao;
Avaliar o efeito do tratamento com a IL-13PE sobre macrofagos e miofibroblastos

presentes no tecido pulmonar de camundongos silicoticos, 28 dias apds a provocagao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss-Webster (machos, peso corporal de 18 a 20 g)
provenientes do Centro de Criacdo de Animais (CECAL) da Fundacao Oswaldo Cruz e todos
os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA)
(Protocolo 0213-4). Os animais foram mantidos sob condi¢des de temperatura entre 25 e

28°C, ciclo de luz definido em 12 h de claro e 12 h de escuro e livre acesso a ragdo e dgua.

3.2 Inducéo da silicose e tratamento

Os animais foram submetidos a anestesia por halotano (Tanohalo, Cristalia, S&o
Paulo) sendo em seguida instilados por via intranasal com 10 mg silica (SiOy), (SiO,, S-5631
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA, tamanho de particula: 0,5 -10 pm) diluidos em 50
ul de salina estéril. Os animais do grupo controle receberam igual volume de salina estéril
intranasal. As analises foram realizadas 28 dias apos a instila¢do (Figura 4).

Para o estudo acerca do efeito do tratamento com IL-13PE, os animais foram
divididos em trés grupos: salina, silica ou silica + IL-13PE (200 ng/dia) por via intranasal. A
IL-13PE foi diluida previamente em solug¢do salina tamponada (PBS) + albumina humana
(HSA, 0,2 %) e armazenada em geladeira (4°C). A administracdo de IL-13PE em
camundongos silicoticos foi realizada no periodo do 21° ao 27° dia em dias alternados

(Figura 5).
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Figura 4. Esquema de indugdo da silicose, tratamento e analise de pardmetros inflamatorios.
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3.3 Avaliagéo da funcéo pulmonar e hiperreatividade pulmonar

Para avaliacdo da fun¢do pulmonar foram utilizados seis camundongos por grupo. Os
animais foram submetidos & andlise através de um plestimografo de corpo inteiro invasivo
(Sistema Buxco, UK), permitindo a obtencdo dos parametros de resisténcia das vias aéreas
(cmH,O/mL/s) e elastancia pulmonar (mL/cmH,0). Os animais foram anestesiados com 60
mg/kg de nembutal i.p. e 20 mgkg i.v. e curarizados com brometo de pancuronio
(Pavulon®,1 mg/kg), sendo em seguida traqueostomizados para introducdo de uma canula. Os
animais foram posicionados em uma cama aquecida na camara, mantendo a temperatura
corporal normal dos mesmos. A canula traqueal foi conectada a um ventilador respiratério,
onde parametros como fluxo e volume corrente eram mantidos constantes. Foi introduzido por
via oral um cateter preenchido com agua para captura da pressdo esofagiana. O
pneumotacografo acoplado a camara do plestimoégrafo coletou o fluxo respiratorio. Um
transdutor ligado & camara permitiu que os dados de pressdo esofagiana e pressdo resultante
do fluxo fossem transferidos para um computador. O software BioSystem XA processou 0s
sinais de fluxo e pressdo, determinando parametros importantes como a resisténcia e a
elastdncia (Hoymann, 2007).

Para avaliagdo da hiperreatividade pulmonar foi realizada aerolizacdo de
concentragdes crescentes e cumulativas do agente broncoconstritor metacolina (3 - 27

mg/mL) por um periodo de 5 minutos para cada dose.

3.4 Andlise histopatoldgica

Os animais foram eutanasiados com pentobarbital sodico, 500 mg/kg, i.p., 28 dias
apos a instilacdo de silica. Posteriormente, a perfusdo foi realizada por meio de uma canula
intracardiaca com solugdo de salina ¢ EDTA (10 mM) para a retirada do sangue. O pulmao
direito foi entdo retirado, congelado e armazenado em freezer -20°C para posterior
quantificagdo de mediadores inflamatorios. Em seguida, o pulméao esquerdo foi perfundido
com uma solu¢d@o de paraformaldeido tamponado a 4% e fixado em formol tamponado a 10%
(24 h), desidratado em solugdes crescentes de etanol, clarificado em xileno e incluido em
parafina. Cortes histologicos de 5 pm de espessura foram realizados utilizando-se blocos de
parafina contendo fragmentos do tecido pulmonar, e submetidos a coloragdo com
Hematoxilina-Eosina (HE) para andlise da estrutura do tecido pulmonar, Picro-Sirius para

avaliagdo da deposi¢do de colageno e imunohistoquimica.
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3.4.1 Analise Morfométrica

Para a analise das alteracGes morfoldgicas do tecido pulmonar, cortes histologicos
foram corados com HE, analisados em microscopio de luz (BX51, Olympus) e fotografados
através de camera digital (C-7070, Olympus).

A analise morfométrica foi realizada através da técnica convencional de contagem de
pontos (“point-couting”) (Cruz-Orive e col., 1990, Sake e col., 1994), onde utilizamos uma
ocular acoplada ao microscopio, contendo um sistema de referéncia de 100 pontos ¢ 50
segmentos de reta dispostos em paralelo (Figura 6). Em um aumento de 200x, foram
avaliados dez campos aleatdrios e ndo coincidentes por lamina. Foi quantificada entdo, a
fracdo de area ocupada por granulomas. O numero de pontos na area de granuloma foi
dividido pelo total de pontos contados em cada campo analisado e expresso sob a forma de

percentual.
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Figura 5. Reticulo com 50 linhas e 100 pontos utilizado para a analise morfométrica.
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3.4.2 Imunohistoquimica

Para verificar a expressdo de diferentes proteinas utilizamos a técnica de
imunohistoquimica. Apos desparafinizagdo, os cortes foram hidratados com TBS (Tris/HCl
0,05M + NaCl 0,5M, pH 7,6), bloqueados com H,0; a 3% em metanol por 15 minutos e
posteriormente as laminas foram lavadas trés vezes com TBS e bloqueadas com Tris-HCI +
BSA 5% por 1 hora. Os anticorpos primarios anti-fibronectina e anti-laminina foram diluidos
com Tris-HCI + BSA 1% na propor¢do de 1:100. As laminas foram incubadas com o
anticorpo primario por 12 horas a 4°C. Apoés a incubacdo, as ldminas foram lavadas por duas
vezes com TBS. O anticorpo secunddrio, anti-IgG HRP conjugado, foi diluido em Tris-HCl e
incubado por 2 horas. A revelacdo foi feita com 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) por

aproximadamente 15 minutos. Posteriormente as ldminas foram lavadas com agua destilada,
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contra-coradas com hematoxilina de Mayer e montadas em meio aquoso contendo gelatina.

No quadro abaixo estdo listados todos os anticorpos e dilui¢des utilizadas.

Anticorpo Primario Diluicéo do Anticorpo Secundario Diluicéo do
anticorpo anticorpo
primério secundario

Anti-fibronectina 1:100 Anti-IgG de camundongo 1:80
(24951, Novotec, Franga) (HAF007, R&D, USA)

Anti-laminina 1:100 Anti-IgG de camundongo 1:80
(24851, Novotec, Franga) (HAF007, R&D, USA)

Anti-F4/80 1:100 Anti-IgG de cabra 1:80
(MCAP497, Serotec, USA) (STAT72, Serotec, USA)

Anti-aSMA 1:400 Anti-IgG de camundongo 1:80
(A2547, Sigma, USA) (HAF007, R&D, USA)

Anti-IL-4R 1:100 Anti-IgG de cabra 1:80
(AF530, R&D, USA) (STAT?72, Serotec, USA)
Anti-IL-13Ra2 1:100 Anti-IgG de cabra 1:80
(AF539, R&D, USA) (STAT72, Serotec, USA)

3.4.3 Analise digital

A analise digital das imagens foi realizada com o auxilio de um microscopio acoplado
a uma camera de video ¢ a um sistema de analise de imagens. As imagens, obtidas das areas
de interesse nos fragmentos de pulmao dos animais experimentais, foram obtidas mediante
uso do microscopio de luz (BX 50 - Olympus) acoplado a uma video-cdmera (Optronics
Engineering, DEI-750), digitalizadas e armazenadas no computador; com o auxilio de um
software — Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics, USA) — foram identificados padrdes de
coloracdo relacionados a presenga e/ou quantidade de marcagdo presente nas estruturas de

interesse e os resultados foram expressos pela unidade arbitraria “pixel” (Mattos e col., 2006).

3.5 Quantificacdo de Citocinas e Quimiocinas por ELISA

Foram utilizadas placas de 96 pocgos, as quais foram adicionados 50 ul/poco do
anticorpo de captura diluido em tampao (NaCl 1,5M ,H3BO4 0,5M e NaOH 1N) pelo periodo

de incubagdo de 12 horas a 4°C. Em seguida, os pogos foram lavados 3 vezes (200 pL/poco)
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com tampao 1(timerosal, KPO; IM e Tween 20 0,005%). Apos esta etapa, para bloqueio de
sitios inespecificos, a placa foi preenchida (250 pL/poco) com PBS/albumina sérica bovina
(BSA, 1%) por 1 hora a 20°C. Em seguida, os pocos foram lavados 3 vezes com tampao 1
(200 pL/pogo). As amostras e os padroes foram diluidos em tampao 2 (2% de soro fetal
bovino - SFB em PBS) e adicionados aos pogos (50 puL/pogo). Apods o periodo de incubagio
(2 horas a 37°C), procedeu-se a nova seqiiéncia de 3 lavagens (200 pL/poco) com tampado 1. A
seguir foi acrescentado (50 pl/pogo) o anticorpo detector biotinilado (50 pg/mL), sendo
mantida a incubac¢do por 1 hora a 20°C. Os pogos foram lavados com o tampao 1 (200
ulL/pogo), seguindo-se a etapa de incubagdo por 1 hora a 20 °C (50 ul./pog¢o) com a mistura
neutravidina- “horseradish peroxidase” (HRP) diluido no tampao 2. Apds a ultima lavagem
com tampao 1 (200mL/pogo), foi feita a adi¢do do substrato (K-Blue®) (50 puL/pogo) para o
desenvolvimento da reagdo colorimétrica (aproximadamente 5 a 30 minutos), que foi
interrompida apds acréscimo de 50 pL/poco de H,SOs (0,19 M). A andlise
espectrofotométrica foi realizada em leitora de placa no comprimento de onda de 450 nm. Os
resultados obtidos foram expressos em quantidade de citocina ou quimiocina (ng) por mg de
proteina.

A quantificacdo dos mediadores inflamatdrios incluiu as citocinas TNF-a, TGF-f e as
quimiocinas MIP-1a, MIP-2, MDC, TARC, IP-10. Foram utilizados kits comerciais (R&D
System, Estados Unidos), sendo seguidas as recomendac¢des do fabricante. As amostras
analisadas foram provenientes de tecido pulmonar que foi homogeneizado em 1 mL de PBS
contendo um coquetel de inibidores de proteases (Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Suica),
seguido de centrifugacdo a 3000 RPM por 15 minutos e o sobrenadante foi recuperado para

posterior quantificacdo de mediadores.

3.6 Quantificacdo de colageno

A técnica de Sircol (Kit Biocolor, UK) tem como base a analise quantitativa de
colageno através do processamento do tecido pulmonar em solucdo de Tris 0,05M + NaCl
IM. O material foi centrifugado a 15000 xg por 1h a 4°C, em seguida, retirado uma aliquota
do sobrenadante e a esta foi adicionado, o reagente Sirius Red. Apds 30 min de reacdo, o
material foi novamente centrifugado, o sobrenadante descartado e ao “pellet” foi adicionado o
reagente Alkalin. As amostras foram colocadas em placas de 96 pocos e a absorbancia
determinada no comprimento de 590 nm ¢ o resultado foi expresso em pg de colageno/mg de

proteina.
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3.7 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como media + erro padrdo da media (EPM) e
analisados estatisticamente através de analise de varidncia (ANOVA), seguida de teste de
comparagdo multipla de Newman-Keuls-Student. Para ambos os testes, os valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Os parametros apresentados em forma
percentual foram submetidos a transformacdo arcoseno, permitindo, assim, a realizacdo dos

testes de variancia (Zar, 1996).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo da funcdo pulmonar e da hiperreatividade das vias aéreas de

camundongos silicéticos.

Sabendo que a silicose ¢ uma doenga cronica grave caracterizada por importante
comprometimento pulmonar (Lopes e col., 2008), em uma primeira etapa foi realizada a
analise da fungdo pulmonar em camundongos tornados silicdticos mediante instilacdo
intranasal de silica. Como parametros de analise constaram tanto a resisténcia como a
elastancia, avaliadas em 7 (Figura 6 A ¢ B) e 28 dias (Figura 6 C e D) apods a indugdo da
silicose, tempos correspondentes as fases aguda e cronica, respectivamente. Verificamos que
os camundongos silicoticos apresentaram aumento nos niveis basais tanto da resisténcia como
da elastdncia pulmonar, em relacdo aos animais controle (salina), em ambos os tempos de
analise. Apos aerolizacdo com concentragdes crescentes (3 — 27mg/mL) do agente colinérgico
metacolina, observamos um significativo aumento da resposta de resisténcia pulmonar nos
camundongos silicéticos, em ambos os tempos de analise, em comparagdo aquela verificada
no caso dos animais controle aerolizados com igual volume de PBS. Perfil semelhante foi
evidenciado no caso da elastancia pulmonar, caracterizando assim um estado de

hiperreatividade pulmonar associado a condi¢do da silicose.
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Figura 6: Avaliagdo da fun¢do pulmonar e da hiperreatividade das vias aéreas de
camundongos silicoticos. As analises de resisténcia (A, C) e elastancia (B, D) foram
realizadas nos tempos de 7 (painéis superiores) e 28 dias (painéis inferiores) apds a
estimulacdo com silica por via intranasal (10mg). Os resultados representam média * erro

padrdo da média (n=6). + p<0.05 comparado com o grupo salina
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4.2 Avaliacdo morfoldgica do pulmé&o de camundongos silicdticos

Através da andlise histopatologica verificamos que os animais controle apresentaram
padrdo morfoldégico pulmonar normal, quando puderam ser observadas as vias dareas
preservadas, assim como os septos e sacos alveolares claramente identificados (Figura 7A).
Na condicdo de instilacdo das particulas de silica houve uma marcada modificacdo na
arquitetura pulmonar em relagdo ao grupo controle. Na fase aguda (7 dias), foi observada a
presenga de um intenso infiltrado leucocitario inflamatério e formacdo de granulomas
dispersos no parénquima pulmonar, com brotamento a partir das vias aéreas (Figura 7B). Em
28 dias, verificamos a intensificacdo da resposta fibrotica com marcado aumento no niimero e
tamanho dos granulomas (Figura 7C e D), que se apresentam bem delimitados. Particulas de
silica puderam ser claramente detectadas no interior dos granulomas.

Objetivando melhor caracterizar os componentes da matriz extracelular, inicialmente
focamos nossa atencdo em fibras colagenas. Para tanto, foi utilizada a colora¢do com Picrus
sirius, a qual nos permitiu evidenciar a presenca dessas fibras principalmente ao redor de
vasos sanguineos e bronquiolos no parénquima pulmonar dos animais controle (Figura 8A).
Ja no caso dos camundongos silicoticos, foi detectado um aumento no conteido de fibras
colagenas, de forma tempo-dependente, com resposta maxima no tempo de 28 dias (Figura 8
B e C). Conforme ilustrado na figura D, a andlise quantitativa do conteudo de coldgeno
confirmou os achados histologicos, mostrando claramente um aumento no contetdo de
colageno no pulmao dos animais silicoticos, com resposta mais acentuada na fase cronica da

doenga.
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Figura 7: Avaliagdo morfologica do parénquima pulmonar de camundongos silicoticos. Os
grupos incluem: (A) salina, (B) silica 7 dias, (C) silica 28 dias. Os pulmoes foram
processados, os cortes histologicos (Sum) corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e as
imagens capturadas e analisadas em microscopio de luz. (D) Analise quantitativa da area do
pulmdo ocupada por granulomas (%). As barras correspondem a 100 pm. Os resultados

representam média * erro padrdo da média (n=8). +p<0,05 comparado com o grupo silica.
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Figura 8 : Avaliagdo morfoldgica do parénquima pulmonar de camundongos normais e
silicoticos. Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica 7 dias, (C) silica 28 dias. Os pulmdes
foram processados, os cortes histologicos (5 pm) corados com Picro sirius e as imagens
capturadas ¢ analisadas em microscopio de luz. (D) analise quantitativa do conteudo de
colageno no pulmio através da técnica de Sircol. As barras correspondem a 100 um. Os
resultados representam média * erro padrdo da média (n=8). +p<0,05 comparado com o grupo

salina, *p<0,05 comparado com o grupo silica.
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4.3 Avaliacao da geracéo de IL-13 no pulmé&o de camundongos silicéticos

Viérias citocinas possuem reconhecida participacdo em processos inflamatorios
cronicos de natureza fibrotica (Lukacs e col.,, 2001). Mais recentemente, a IL-13 vem
recebendo aten¢do especial, uma vez que foi demonstrada sua participacdo em processos de
remodelamento e fibrose tecidual (Kasaian e col., 2008). Desta feita, resolvemos investigar a
geracdo de IL-13 na condi¢do da silicose. De forma bastante interessante e totalmente
original, observamos que a instilacdo de silica levou ao aumento no conteudo de IL-13
produzida ao nivel do parénquima pulmonar. Este fendomeno mostrou-se ser dependente do
tempo, com niveis significativamente elevados da citocina sendo detectados 28 dias apos a

instilacdo da silica (Figura 9).
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Figura 9: Quantificagdo dos niveis de IL-13 no parénquima pulmonar de camundongos
silicoticos. As andlises de foram realizadas 7 e 28 dias apds a estimulacdo com silica
intranasal (10mg). Os resultados representam média + erro padrdo da média (n=6).

+p<0,01 comparado com grupo instilado com salina.
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4.4. Efeito do tratamento curativo com IL-13PE sobre a resposta silictica em

camundongos

Com interesse em verificar o potencial efeito curativo da IL-13PE, aspecto relevante
com aplicabilidade no caso da doenga humana, optamos por fixar nossa analise no tempo de
28 dias apods a indugdo do quadro silicotico. A administracdo da IL-13PE foi entdo realizada

em dias alternados, iniciando-se aos 21 dias apo6s a instilag@o das particulas de silica.

44.1. Avaliagdo da funcdo pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas em
camundongos silicéticos

Verificamos que o tratamento com a IL-13PE mostrou-se eficiente em inibir o aumento
dos niveis basais de resisténcia (Figura 10A) e de elastancia (Figura 10B) pulmonares nos
animais silicoticos. Na condi¢do de aerolizacdo com metacolina, foi também notada uma
marcada inibi¢do da resposta de aumento de resisténcia e elastancia pulmonares, revelando
claramente o potencial supressor da IL-13PE sobre a hiperreatividade das vias aéreas na

silicose.
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Figura 10: Efeito do tratamento com IL-13PE sobre a fun¢do pulmonar e hiperreatividade das
vias aéreas de camundongos silicdticos. As andlises de resisténcia (A) e elastancia (B) foram
realizadas no tempo de 28 dias apos a estimulacdo com silica intranasal (10mg). Os resultados
representam média + erro padrio da média (n=6). +p<0.05 comparado com o grupo salina;

*p<0.05 comparado com o grupo silica.
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4.4.2 Avaliacdo das alteracdes morfologicas pulmonares em camundongos silicéticos

De forma coerente com o anteriormente relatado, os pulmdes dos animais controle
exibiram um parénquima pulmonar preservado e com espagos alveolares livres de células
inflamatorias (Figura 11A). O tratamento dos animais silicoticos com IL-13PE foi efetivo em
diminuir o infiltrado inflamatorio tecidual, assim como o niimero e tamanho dos granulomas,
em comparagdo aos animais silicoticos controle (Figura 11 B e C). Através da avaliacdo
morfométrica verificamos que o aumento do percentual de area pulmonar ocupada por
granulomas foi significativamente inibido apds tratamento com IL-13PE (Figura 11D).

Posteriormente, avaliamos a deposicdo de fibras coldgenas no pulmdo de animais
controle e silicoticos. O aumento significativo nos animais silicéticos mostrou-se inibido apos
o tratamento com a IL-13PE (Figura 12A, B e C). Para confirmacao, avaliamos o contetido de
colageno total no pulmédo dos animais o aumento na produgdo de coldgeno nos animais
silicoticos (Figura 12D) mostrou-se marcadamente sensivel ao tratamento com IL-13PE,
reforgando nossos resultados anteriores.

A laminina e a fibronectina sdo proteinas também constituintes da matriz extracelular
relevantes em diferentes etapas do desenvolvimento e do processo de reparo tecidual (Christie
e col., 2004). Para avaliacdo destas proteinas, foi utilizada a técnica de imunohistoquimica.
Observamos que os animais controle apresentaram niveis bastante reduzidos de expressdo
tanto de laminina como de fibronectina no parénquima pulmonar (Figura 13A e 14A),
enquanto nos camundongos silicoticos foi verificado um marcado aumento nos niveis destas
proteinas (Figura 13B e 14B). O tratamento com IL-13PE inibiu a expressdo de ambas as
proteinas no pulmao dos camundongos silicoticos (Figura 13C e 14C). A analise quantitativa
através da identificacdo de “pixels” claramente confirmou a propriedade supressora da IL-

13PE sobre a expressdo de lamina e fibronectina na silicose (Figura 13D e 14D).
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Figura 11: Efeito do tratamento com IL-13PE sobre as alteracdes morfologicas no
pulmao de camundongos silicoticos. Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica, (C) silica + IL-
13PE. As analises foram realizadas 28 dias ap6s a estimulagdo com silica intranasal (10mg).
Os pulmdes foram processados, os cortes histologicos (5pum) corados com Hematoxilina e
Eosina (HE) e as imagens capturadas e analisadas em microscopio de luz. (D) analise
quantitativa da area do pulmao ocupada por granulomas (%). As barras correspondem a 100

pm. Os resultados representam média + erro padrdo da média (n=6). * P<0,05 comparado

com o grupo silica.
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Figura 12: Efeito do tratamento com IL-13PE sobre as alteragdes morfoldgicas no
pulmdo de camundongos silicoticos. Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica e (C) silica +
IL-13PE. As andlises foram realizadas 28 dias apds a estimulacdo com silica intranasal
(10mg). Os pulmdes foram processados, os cortes histologicos corados com Picro sirius e as
imagens capturadas e analisadas em microscopio de luz. (D) Analise do conteudo de colageno
presente no pulmao de animais silicoticos. As barras correspondem a 100 um. Os resultados
representam média *+ erro padrio da média (n= 8). +p<0,01 comparado com o grupo

salina,*p<0,05 comparado ao grupo silica.
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Figura 13: Efeito do tratamento com IL-13PE sobre a expressdo de laminina no
pulmdo de camundongos silicoticos. Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica, (C) silica+IL-
13PE. As analises foram realizadas 28 dias apds a estimulacdo com silica intranasal
(10mg).0s pulmdes foram processados os cortes histologicos (Sum) utilizados para
imunohistoquimica e as imagens capturadas e analisadas em microscopio de luz. (D) indica o
quantitativo de pixel/um” (Analise através do software - Image Pro Plus 4.0). As figuras
inseridas representam o controle negativo do ensaio, ou seja, sem a adigdo do anticorpo
primario. As barras correspondem a 100 um. Os resultados representam média + erro padréo
da média (n= 6). +p<0,05 comparado com o grupo salina. *P<0,05 comparado com o grupo

silica.
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Figura 14: Efeito do tratamento com IL-13PE sobre a express@o de fibronectina no
pulmdo de camundongos e silicoticos. Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica, (C)
Silica+IL-13PE. Os pulmdes foram processados,os cortes histologicos utilizados para
imunohistoquimica e as imagens capturadas e analisadas em microscopio de luz. (D) indica o
quantitativo de pixel/um” (Analise através do software - Image Pro Plus 4.0). As figuras
inseridas representam o controle negativo do ensaio, ou seja, sem a adigdo do anticorpo
primario.As barras correspondem a 100 pm. Os resultados representam média + erro padrao
da média (n= 6). +p<0,05 comparado com o grupo salina. *p<0,05 comparado com o grupo

silica.
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4.4.3 Avaliacdo da geragdo de citocinas e quimiocinas no pulmao de camundongos
silicoticos

Objetivando identificar mediadores inflamatorios potencialmente alvos na resposta
silicotica, partimos para analisar algumas citocinas e quimiocinas relevantes para o processo.
Inicialmente, avaliamos as quimiocinas com propriedades inflamatorias e fibréticas incluindo
MIP-1a (Figura 15A), MIP-2 (Figura 15B), TARC (Figura 15C), MDC (Figura 15D) e IP-10
(Figura 15E). Os niveis destas proteinas apresentaram-se elevados nos camundongos
silicoticos em comparagdo com aqueles verificados nos controles, ¢ o tratamento com IL-
13PE foi altamente eficaz em inibir a producdo de todas as quimiocinas analisadas. Além
disso, verificamos também a existéncia de niveis elevados dos fatores fibrogénicos classicos
TNF-o (Figura 16A) e TGF-f (Figura 16B) nos animais silicoticos, fenomeno esse

marcadamente suprimido pelo tratamento com a IL-13PE.
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Figura 15: Efeito do tratamento com IL-13 PE sobre a geragdo de quimiocinas no
pulmdo de animais silicoticos. As analises foram realizadas no tempo de 28 dias apds a
estimulagdo com silica intranasal (10mg). Os resultados representam média + erro padrdo da
média (n= 6). +p<0,01 comparado ao grupo instilado com salina, *p<0,01 comparado ao

grupo instilado com silica.
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Figura 16: Efeito do tratamento com IL-13 PE sobre a geragdo de citocinas no
pulmdo de camundongos silicoticos. As analises foram realizadas no tempo de 28 dias apds a
estimulacdo com silica intranasal (10mg). Os resultados representam média + erro padrdo da
média (n= 6). +p<0,01 comparado ao grupo instilado com salina, *p<0,01 comparado ao

grupo instilado com silica.
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4.4.4 Avaliacdo da expressdo de F4/80 e a-SMA no pulméo de camundongos silicoticos

Considerando a importancia de macrofagos e fibroblastos para o processo fibrotico,
passamos a analise da presenca destas células nos pulmdes dos animais silicoticos. Para tanto
foi utilizada a técnica de imunohistoquimica, sendo realizada a identificagdo dos antigenos
F4/80 e a-SMA para macrofagos ativados e miofibroblastos, respectivamente. Inicialmente
vimos que os pulmdes dos animais controle apresentaram marcacao praticamente inexistente,
tanto para F4/80 (Figura 17A) como para a a-SMA (Figura 18A), conforme esperado. No
caso dos camundongos silicoticos, foi evidenciada uma marcagdo bastante intensa tanto para o
F4/80 (Figura 17B) como para a-SMA (Figura 18B), de forma preferencialmente localizada
nas areas de parénquima ocupadas por granulomas. Os animais silicoticos submetidos ao
tratamento com IL-13PE apresentaram uma diminuigao significativa da marcacdo para ambos
os antigenos (Figura 17 e 18C). A andlise quantitativa realizada mediante contagem de
“pixels” confirmou estes resultados, reforcando a propriedade inibitéria da IL-13PE sobre a
presenga de macrofagos (Figura 17D) e miofibroblastos (Figura 18D) no pulmdo de animais

silicoticos.
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Figura 17: Efeito do tratamento com IL-13PE sobre a expressdo de F4/80 no pulmio de
camundongos silicoticos. Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica, (C) silica + IL-13PE. As
analises foram realizadas 28 dias apos a estimulagdo com silica intranasal (10mg). Os
pulmdes foram processados, os cortes histologicos utilizados para imunohistoquimica ¢ as
imagens capturadas e analisadas em microscopio de luz. (D) quantitativo de pixel/ pmz
(Analise através do software - Image Pro Plus 4.0). As barras correspondem a 100 pm. As
figuras inseridas representam o controle negativo do ensaio, ou seja, sem a adicdo do
anticorpo primario.Os resultados representam média * erro padrao da média (n= 6). +p<0,05

comparado com o grupo salina. *p<0,05 comparado com o grupo silica.
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Figura 18: Efeito do tratamento com IL-13PE sobre a expressdo de a-actina de musculo liso
(SMA) no pulmao de camundongos silicoticos. Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica, (C)
silica + IL-13PE. As analises foram realizadas 28 dias apds a estimulagdo com silica (10mg).
Os pulmdes foram processados, os cortes histologicos utilizados para imunohistoquimica e as
imagens capturadas e analisadas em microscopio de luz. (D) quantitativo de pixel/pm?
(Andlise através do software - Image Pro Plus 4.0). As figuras inseridas representam o
controle negativo do ensaio, ou seja, sem a adicdo do anticorpo primario. As barras
correspondem a 100 pm. Os resultados representam média + erro padrdo da média (n= 6).

+p<0,05 comparado com o grupo salina. *p<0,05 comparado com o grupo silica.
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4. DISCUSSAO

A silicose ¢ uma doenca causada pela exposi¢cdo prolongada a poeira contendo particulas
de dioxido de silicio ou silica na sua forma livre e cristalina. O desenvolvimento e gravidade
da silicose dependem da quantidade de silica inalada e da duracdo da exposigdo a silica (Terra
Filho e col., 2006). Em humanos, a silicose ¢ caracterizada pela presenca de nodulos
fibroticos consequentes a um processo inflamatorio persistente e a proliferacdo de fibroblastos
e acumulo de componentes da matriz extracelular, como o colageno, por exemplo,
(Hunninghake e col., 1984), localizados principalmente no apice do pulmao (Fujimura, 2000).

Ao longo dos anos, varios modelos de silicose experimental foram desenvolvidos com o
intuito de melhor caracterizar o quadro da doenca, buscando ao méximo reproduzir as
condi¢des encontradas na em humanos (Arras e col., 2001, Borges e col., 2001, Desaki ¢ col.,
2002, Ortiz e col., 2001). Em camundongos, estudos apontaram que ha uma dependéncia da
cepa utilizada, com diferencas quanto a intensidade da lesdo tecidual, tamanho e quantidade
de granulomas (Zeidler e col., 2004). Dentre os até entdo descritos, destacam-se os modelos
de aerolizacdo e injecdo intratraqueal das particulas de silica. No primeiro caso, apesar da
maior similaridade com o que se verifica no homem, coloca-se como limitante um fator
técnico importante que € o tempo de exposicdo a silica (5 h por 12 dias consecutivos durante
16 a 20 semanas apds o término da inducdo) (Davis e col., 1998). No caso do modelo de
instilag@o intratraqueal, o processo ¢ como mais invasivo uma vez que a indug¢do da silicose €
realizada através de uma pequena cirurgia para exposi¢do da traquéia e a silica inserida por
meio de uma seringa (Borges ¢ col., 2001, Faffe e col., 2001). Considerando-se a importancia
da e busca por uma terapia eficaz para a silicose, e sendo esta uma doenga de carater cronico,
a necessidade da utilizacdo de tratamentos de mais longo prazo tornou necessario o
desenvolvimento de um modelo que nos permitisse acesso de forma menos invasiva. Neste
sentido, desenvolvemos em nosso laboratério um sistema de instilagdo intranasal de 10 mg
de silica, uma dose eficiente em reproduzir fendmenos observados na silicose humana, como
a presenca de nodulos na regido de ter¢co médio e apice dos pulmodes, granulomas extensos e
densos, resposta fibrotica expressiva. A cepa de camundongos escolhida foi a Swiss-Webster,
que por ser ndo isogénica, a nosso ver reproduziria melhor a variabilidade encontrada na
silicose humana.

E bem descrito na literatura que a ocorréncia da resposta inflamatéria de carater tanto
agudo como cronico ao nivel pulmonar reflete-se diretamente em um comprometimento da

mecanica respiratoria (Macedo-Neves e col., 1998, Parker e col., 1999, Petdk e col., 2002).
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Dentre os componentes que caracterizam o processo inflamatoério, o aumento da
permeabilidade vascular e consequente ocorréncia de edema tecidual determinam importantes
alteracdes, tanto na resisténcia como na elastancia pulmonares (Parker e col., 1999, Petak e
col., 2002). Em humanos, o teste de funcdo pulmonar ¢ uma das formas para o diagnostico da
silicose, permitindo, também, o acompanhamento da evolucdo do quadro da doenga (Gamble
e col., 2004). No presente trabalho, inicialmente, avaliamos a fungdo pulmonar através do
sistema de plestimografia de corpo inteiro invasiva, sendo avaliados dois principais
parametros incluindo i) a resisténcia, que ¢ definida como a diferenca de pressdo entre os
alvéolos e as vias aéreas centrais e periféricas, verificada por uma unidade de fluxo, e ii) a
elastincia, que ¢ definida como a tendéncia de algo se opor a distensdo ou a distor¢do do
parénquima, assim como a sua capacidade de retornar a configuracdo original depois da
remocdo da forca de distensdo (Saavedra e col., 2002). Observamos, entdo, que os animais
silicoticos apresentaram aumento nos niveis basais de resisténcia e elastincia, tanto na fase
aguda como na crdénica, em comparacdo com os animais controle. Quando da aerolizacdo de
concentragdes crescentes do agente broncoconstrictor colinérgico metacolina, verificamos que
os animais silicOticos apresentaram um aumento de resisténcia e de elastancia de maior
intensidade do que aquela apresentada pelos camundongos controle, em ambos os tempos
analisados. Os resultados obtidos foram indicativos da existéncia de um quadro de
hiperreatividade das vias aéreas em associagcdo com a silicose. Estes achados sdo importantes
e originais no que tange a modelos experimentais desta doenca. Vale ressaltar que a resposta
de hiperreatividade das vias aéreas ¢ um fenomeno associado a outras patologias pulmonares
cronicas como a asma bronquica (Barnes ¢ col., 1998). No que tange a silicose, em 1968, um
grupo francés relatou pela primeira vez a ocorréncia de hiperreatividade bronquica em
pacientes portadores de antracosilicose (Groetenbriel e col., 1968). No entanto, um numero
reduzido de estudos foi realizado até entdo, o que torna necessaria a melhor descrigdo e
compreensdo acerca deste processo (Guerrin e col., 1980). Dados do nosso laboratorio
constataram que a hiperreatividade bronquica evidenciada na silicose experimental murina
mostrou-se dependente da dose de silica instilada, e ndo seletiva, uma vez que camundongos
Swiss-Webster silicoticos mostraram-se igualmente hiperreativos a aerolizagdo com outro
agente broncoconstrictor, a serotonina (dados ndo mostrados).

Conforme descrito anteriormente, a silicose caracteriza-se por um componente
inflamatorio persistente, proliferacdo de fibroblastos e deposicdo excessiva de colageno

resultando na formag@o de nodulos no pulmao (Thakur e col., 2009). Em nosso estudo, foi
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verificado que os camundongos silicoticos apresentaram um intenso infiltrado inflamatério no
tecido pulmonar, na fase aguda, constituido principalmente por macrofagos e neutrofilos,
embora ja com presenca de pequenos nodulos nas por¢des superiores do pulmdo. Com a
evolucdo da doenca, na fase cronica, foram identificados os nédulos caracteristicos da silicose
humana, coalescentes, possuindo acimulo de células internamente ¢ grande deposicdo de
fibras colagenas.

Os processos fibroticos estdo associados a migragdo e intensa proliferagdo de
fibroblastos, fendmenos estes dependentes de fatores profibroticos, com destaque para TGF-3
e TNF-a (Bataller e col., 2005). Niveis aumentados destes fatores foram por detectados no
parénquima pulmonar dos camundongos silicéticos, com maximo sendo observado no tempo
de 28 dias pos-silica. No entanto, de forma totalmente original, verificamos niveis
aumentados de IL-13 no pulmdo dos animais silicotico, compativeis com a progressao da
doenga. Este nos pareceu um resultado bastante interessante, uma vez que ja foi descrito na
literatura que, além dos fatores classicamente conhecidos, a IL-13 também coloca-se como
um mediador profibrotico em diferentes condigdes fisiopatologicas. Foi constatada a
contribuicao da IL-13 para o desenvolvimento da fibrose pulmonar intersticial (Blease e col.,
2001a) e formagdo de granuloma (Jakubzick e col., 2003a, Jakubzick e col., 2003b, Jakubzick
e col., 2002), atuando através de sua habilidade em ativar diretamente fibroblastos pulmonares
e macrofagos (Jakubzick e col., 2003a, Jakubzick e col., 2003b). Desta forma, fica patente que
a IL-13 coloca-se como um potencial alvo terapéutico para o tratamento de doengas fibréticas
como a silicose.

Dentro deste contexto, para testar esta hipotese, neste estudo tivemos por objetivo
investigar o possivel efeito do tratamento curativo com a imunotoxina IL-13PE, uma proteina
que ja se mostrou ativa em processos fibroticos incluindo asma e granuloma associado a
esquistossomose (Jakubzick e col., 2003a, Jakubzick e col., 2002). De forma a buscar maior
proximidade com o paciente, fizemos a escolha de usar administragdo curativa local de IL-
13PE e o tempo mais tardio (28 dias) da silicose, ja que representa o maximo da resposta
fibrética em nosso modelo experimental.

Inicialmente, analisando o efeito da IL-13PE sobre o comprometimento da fungfo
pulmonar em camundongos silicoticos, vimos que houve uma reducao significativa dos niveis
basais de ambos os parametros de resisténcia e elastdncia pulmonares nos animais tratados.
Este efeito fenomeno foi detectado tanto em 7 como em 28 dias pds-silica. Apos aerolizagao

com metacolina, notamos que a administracdo de IL-13PE nos camundongos silicoticos inibiu
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a resposta de hiperreatividade pulmonar com redugdo da resisténcia e elastincia das vias
acreas. De forma coerente, através da analise morfologica, verificamos que o tratamento com
IL-13PE promoveu marcada supressdo de parametros inflamatorios, como infiltrado de
macrofagos, bem como da resposta fibrotica. Dados de analise quantitativa dos niveis de
colageno, confirmaram os achados morfologicos. Foram detectados niveis sensivelmente
menores do contetido de coldgeno no pulmao dos animais silicéticos tratados com IL-13PE
em comparagdo com os silicoticos ndo tratados. Corroborando nossos achados, estudos
recentes documentaram que a IL-13 é um potente indutor da produgdo de colageno in vivo no
pulmao (Lee e col., 2001) in vitro através de sua ag@o sobre fibroblastos provenientes da pele

e de queldides (Oriente e col., 2000).

Além do colageno, foi evidenciado que a IL-13 atua como um potente estimulo para a
producdo de outros componentes da matriz extracelular secretados por fibroblastos (Giri e
col., 1986, Phan, 2008). A laminina e a fibronectina sdo proteinas importantes na constituicao
da matriz extracelular e estdo envolvidas no processo de fibrose pulmonar (Christie e col.,
2004). Desta forma, avaliamos se outras proteinas da matriz extracelular, como laminina e
fibronectina, poderiam estar sendo também afetadas pelo tratamento com a IL-13PE. Através
de imunohistoquimica, vimos primeiramente que a expressdo de laminina e fibronectina
encontrava-se aumentada no pulmao dos camundongos silicoticos, em comparacdo com 0s
controles. O tratamento dos animais silicoticos com IL-13PE foi capaz de suprimir a
expressdo tanto de laminina como de fibronectina no parénquima pulmonar. Uma possivel
explicacdo seria que a IL-13PE estaria interferindo negativamente sobre a expressdo dos
genes dessas proteinas (Jakubzick e col., 2004b). Mais estudos sdo necessarios para esclarecer

este fendOmeno.

Os fibroblastos sdo cruciais no processo fibrotico, ¢ a ativacdo destas células ¢ uma
das caracteristicas marcantes neste tipo de resposta. Os fibroblastos ativados passam a
apresentar modificacdo fenotipica e a expressar a proteina de musculo liso do tipo a (a-
SMA), recebendo, assim, a denominacdo de miofibroblastos (Phan, 2008). Desta forma, com
vistas a identificagdo de possiveis células alvos para o efeito supressor da IL-13PE, passamos
a avaliar a populagdo de miofibroblastos no pulmao de camundongos silicoticos. Por meio de
técnica de imunohistoquimica, verificamos que os animais silicoticos apresentaram aumento
no quantitativo de células positivas para o-SMA, de forma localizada na regido dos
granulomas. O tecido pulmonar dos animais controle ndo apresentou qualquer marca¢do no

parénquima, conforme ja esperado. O tratamento dos camundongos silicoticos com a IL-13PE
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levou a uma marcada redugdo na expressdo da a-SMA, o que foi indicativo da menor
presenca de miofibroblastos. Estes dados concordam com aqueles que mostraram uma
redu¢do da percentagem de granuloma apds tratamento com a IL-13PE e sugestivos de que os
miofibroblastos poderiam ser potenciais alvos para o efeito antifibrético da IL-13PE. Dando
suporte aos nossos achados, dados da literatura ja indicaram a capacidade da IL-13PE de
suprimir fun¢des de fibroblastos pulmonares como a resposta de proliferagdo pulmonar
(Jakubzick e col., 2004a).

Considerando o contexto da fibrose como extremamente complexo, ¢ facil
compreender que varios sdo os tipos celulares envolvidos. No caso da silicose, os macrofagos
residentes e mondcitos ativados recrutados colocam-se como importantes participantes da
resposta de fibrose pulmonar (Carre e col., 1991, Hamilton e col., 2008, Martinet e col., 1987,
Misson e col., 2004, Nagaoka e col., 1990). Assim, buscando complementar nossa analise
acerca de potenciais alvos para a IL-13PE, partimos para a avaliagdo de macrofagos
utilizando um marcador para macréfagos ativados — o F4/80. Observamos que no pulméo de
animais silicoticos houve aumento importante da expressao de F4/80, em relagdo aos animais
controle (marcacdo nula), com uma marcacao distribuida pelo parénquima pulmonar, porém
mais concentrada na regido de granuloma. Estes dados indicaram que macréfagos também
parecem constituir alvos importantes para o efeito antifibrotico da IL-13PE. Uma questdo
relevante quanto a IL-13 diz respeito ao fato desta citocina exercer seus efeitos através da
ligacdo a cadeia IL-13a1, que compde parte do receptor funcional com o IL-4R, e a [L-13a2
(Shimamura e col., 2008). Dados de literatura demonstraram que a IL-130.2 apresenta-se mais
expressa em condigdes patdlogicas sendo entdo relevante em diferentes contextos. De forma
interessante, estudos relacionados a IL-13PE descreveram sua maior afinidade por esta cadeia.
Assim, poderiamos especular que o aumento na expressdao do receptor IL-13a2 em células
alvo (macrofagos e fibroblastos), na condi¢ao da silicose, poderia contribuir para a eficacia da
IL-13PE. Neste sentido, Jakubzick e colaboradores (2003) observaram aumento na expressao
do gene que codifica o receptor IL-13a.2 na resposta fibrdtica induzida pela bleomicina, e que
o tratamento com IL-13PE inibiu este fendmeno em nitida associagdo com a supressdo da area
de fibrose pulmonar. Dados preliminares mostraram, também, um aumento na expressdao de
IL-1302 no pulmao silicdtico, e sua supressdo na condi¢do com o tratamento com IL-13PE, o
que da suporte a nossa hipotese. No entanto, outros experimentos fazem-se necessarios no

sentido de melhor caracterizar o envolvimento dos receptores da IL-13 no processo silicotico.
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Finalmente focamos nossa atencdo sobre os mediadores pro-fibréticos, incluindo tanto
citocinas como quimiocinas, e verificamos que o tratamento com a IL-13PE reduziu
marcadamente os niveis de TGF-B ¢ TNF-a no pulmio dos camundongos silicéticos. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por Lee e colaboradores (2001) que mostraram
clara atenuacdo da resposta fibrotica induzida por IL-13 quando do tratamento com anticorpo
neutralizante para TGF-B. Dentro do mesmo contexto, a IL-13PE foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de MIP-1a (CCL3) e MIP-2 (CXCL2), quimiocinas produzidas
por células mononucleares ¢ macrofagos (Gordon, 2003) apds estimulagdo com IL-13. A
producdo de outras quimiocinas pro-fibroticas os incluindo TARC (CCL17), MDC (CCL22) e
IP-10 (CXCL10) foi igualmente sensivel ao tratamento com a IL-13PE. Considerando que os
mediadores avaliados sdo em sua maioria, produzidos de forma expressiva por macréfagos e
fibroblastos, em processos inflamatorios cronicos, podemos sugerir de forma mais enfatica
que a supressdo de funcdo/morte de macrofagos e fibroblastos parece contribuir de forma

relevante para o efeito antifibrético da IL-13PE.
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5. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que:

1.

O modelo de indugdo de silicose experimental ndo invasivo reproduziu um parametro
caracteristico do quadro silicotico, que inclui o comprometimento da funcao
pulmonar, com aumento da resisténcia e da elastancia. Evidenciamos, também, a
existéncia de um quadro de hiperreatividade das vias aéreas frente a aerolizacdo com
metacolina. Um infiltrado de células inflamatorias foi observado no parénquima
pulmonar assim como formagdo de granulomas, de forma mais acentuada na fase

cronica da doenga;

O tratamento curativo de camundongos silicoticos com a imunotoxina IL-13PE foi
eficaz em inibir o comprometimento da fun¢do pulmonar, no que se refere tanto a
resisténcia quanto a elastancia, bem como a hiperreatividade das vias aéreas a

metacolina;

A formagdo de granulomas, produ¢do de componentes de matriz extracelular
(colageno, fibronectina e laminina), assim como a geragdo de citocinas (TGF-f3 e
TNF-a) e quimicionas (MIP-1a, MIP-2, TARC, MDC, IP-10) associadas ao quadro

silicotico foram sensiveis ao tratamento com a IL-13PE;

A presenca de macréfagos ativados e miofibroblastos no parénquima pulmonar dos
animais silicoticos, identificada através dos marcadores F 4/80 e o-SMA,

respectivamente, foi significativamente inibida quando da administragdo de IL-13PE;

Em conjunto, nossos achados mostram que a IL-13PE foi eficaz em suprimir varios

parametros importantes do quadro da silicose, colocando-se, assim, como uma estratégia

terap€utica inovadora e extremamente promissora a ser adotada no caso de doencas

pulmonares fibréticas de carater restritivo como a silicose.
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Abstract

Silicosis is one of the oldest occupational diseases, still killing thousands of people in
the world. In this study we developed a non-invasive model of silicosis in mice, in order to
investigate the role of mediators involved in the genesis of pulmonary fibrosis processes and
the chronology of inflammatory phenomena preceding the processes of tissue lesion and
repair. The comparative analysis among different strains of mice as C57Black6, Balb/c and
Swiss Webster revealed a the occurrence of leukocyte infiltration at day 7, peribronchiolar
granuloma formation at day 14, followed by an extensive tissue fibrosis at day 28. As
revealed by staining with pricrus-sirius, 28-day silicotic mice exhibited a massive deposition
of collagen in the lungs when compared from control mice. Analysis of different mice strain
responsiveness to intranasal silica showed that all three species exhibited a similar pattern of
response. Further experiments were performed in Swiss Webster mice since this is not an
inbred mouse strain thereby modeling the outbred human condition associated with silicosis.
The kinetics of leukocyte infiltration in BAL fluid revealed that there is a marked increase in
the number of total leukocytes, at 7 days, which reduces progressively with time. A similar
profile was noted in the case of mononuclear cells, while neutrophil numbers remained
elevated for at least 60 days after the introduction of silica into mice. Tissue analyses showed
that there is a marked inflammatory celln parallel, a marked increase in the levels of
fibrogenic cytokines namely TNF-alpha, TGF-beta and IL-13 was detected. These responses
directly correlated with alteration of lung function as attested by elevation in lung resistance
and static elastance. Altogether, our findings indicate that the nasal instillation of silica into

various strains of inbred and outbred mice reproduces critical features of the human silicosis.

Key words: Inflammation, lung, silica particles.
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Introduction

Environmental and occupational lung disorders are an important aspect of clinical
medicine and the economic costs are staggering. Billions of dollars are paid out in workers
compensation annually for job-related illness and injuries associated with silicosis
(Castranova, 2004). According to publications by the World Health Organization, silicosis is
an occupational disease that produces the largest number of victims and kills thousands
worldwide each year.

Silicosis is the consequence of a long-term exposure to inhaled dust of silica dioxide
or silica in its free and crystalline form, and it can be detected through a simple chest X ray,
which will reveal the presence of small nodules in the upper lungs (Terra Filho et al., 2006).
The resulting respiratory insufficiency is a consequence of changes in lung ventilation and gas
exchange, and the decrease in respiratory function is a limiting factor for the patient’s
activities.

Pulmonary fibrosis response is traditionally seen as a phenomenon occurring after an
acute inflammatory response, although up to this moment there is no clinical evidence
proving the actual existence of a direct relationship between inflammatory parameters and the
evolution of this disease. However, it has been described, in specialized literature, that tissue
fibrosis begins its amplification from an initial lesion, and thus acts by modulating the
phenomenon of tissue repair, regarding both the accumulation of mesenchymal cells and the
synthesis of extracellular matrix components (Keane et al., 2002). This has led some research
groups to focus their studies on the expression of components of the extracellular matrix and
on molecules that are normally involved in the regulation of homeostasis.

Experimental silicosis models attempt to reproduce the sequence of events of human
silicosis and have been explored over the years to provide comprehension regarding the
determination of cellular and molecular mechanisms of this disease. However, there are very
few published articles describing an experimental model which faithfully reproduces the
physiopathology of pulmonary silicosis. Basically there are two described forms of inducing
silicosis in animals. According to Davis (Davis et al., 1998), animals inhaled aerosol particles
during 5 hours a day, during 12 consecutive days, receiving 70 mg/m’ of silica dust, and the
analysis was carried out from 16 to 20 weeks after instillation. Although it is a good
reproduction of what happens in humans, this model requires a long time for the disease to
establish itself, besides needing special infrastructure. The other, more commonly used, form

of induction involves the intratracheal instillation of silica particles. A small surgical
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procedure is performed in which the animal’s trachea is exposed and silica dust is introduced
with a syringe. The commonly used dose is 20 mg of silica dust diluted in 50pul of sterile
saline (Borges et al., 2001; Faffe et al., 2001). Although induction is fast and requires only
one dose, this technique has been criticized for being invasive, which might influence the
development of the inflammatory process, besides inducing the disease in a completely
different manner from what happens in humans.

In this paper we sought to develop a model which reproduced in a more accurate
manner the events associated to what happens in the human disease. By inducing silicosis
intranasally, we were able to overcome the problems found in aerosol models and in

intratracheal models.
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Materials and Methods

Animals

Male C57/BL6, Balb/c and Swiss Webster mice (180-200 g) were obtained from the
Oswaldo Cruz Foundation Breeding (Rio de Janeiro, Brazil) and and kept in the animal-
housing facilities of the Department of Physiology and Pharmacodynamics with controlled
room temperature (22-25 °C) and a 12-h (6:00 AM-6 PM) light dark cycle. All the procedures
involving care and use of laboratory animals in this study were examined and approved by the

Animal Ethics Committee of the Oswaldo Cruz Foundation (licence 0213).

Silicosis induction

Animals were anaesthetised by halothane (Tanohalo, Cristalia, Sdo Paulo) and then
injected intranasally with 10 mg of silica (SiO,), (Si0;, S-5631 Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO, USA, particle size: 0.5 -10 um) diluted in 50 pl of sterile saline intranasal
solution. Tests were performed in different times, after 7, 14 and 28 days (figure 1). For
comparative analysis between different types of mice, a time of 28 days was fixed after silica

dust instillation.

Bronchoalveolar Lavage (BAL)

Bronchoalveolar lavage was carried out with a polyethylene cannula inserted in the
trachea and a total volume of 1.5 ml of buffered saline solution (PBS) containing 10 mM of
EDTA was instilled and then aspirated in 2 consecutive lavages of 0.75 ml. Samples were
centrifuged at 300 x g for 10 minutes, and the supernatant was collected and frozen for later
quantification of mediators. The cellular pellet was suspended again in 0.25 ml for cell

analysis.

Leukocyte counting

The total number of leukocytes was analyzed by diluting the samples in Tiirk liquid
(1:10), and counting was carried out in a Neubauer chamber with light microscope. The
differential analysis used cell smears stained with the May-Grunwald-Giemsa method.

Evaluation was carried out with immersion in oil and light microscope (BX51, Olympus).
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Histopathologic Analysis

After being put down with a high dose of Thiopental (i.p.), perfusion was performed
by means of an intracardiac cannula with a solution of saline and heparin (1:10) for blood
collection. All animals later received buffered paraformaldehyde at 4% through the same
means. In both procedures the flasks containing the solutions were kept at a height of 110 cm
so that hydrostatic pressure would reproduce the physiological conditions of blood
circulation. The lungs were then fixed in buffered formaldehyde at 10% for 24 hours,
dehydrated in increasingly concentrated ethanol solutions, clarified with xylene and finally set
in paraffin. Histologic cuts of 5 um were performed using paraffin blocks containing
fragments of lung tissue, and submitted to the following staining and immunohistochemical
methods. For the analysis of general aspects of lung tissue, the histologic cuts were
stained with hematoxilin-eosin, analyzed with light microscope (BX51, Olympus) at different
magnifications, and photographed with a digital camera (C-7070, Olympus). For collagen
quantification we used histologic cuts stained with phosphomolybdic acid-Sirius Red (PMA-
SR) technique and observed through a light microscope (BX51, Olympus). Five images were
obtained from each slide by using a digital camera (BX51, Olympus), each containing areas
with nodular lesions induced by silica dust, visible at 20X magnification. Images were
processed and the amount of collagen was quantified by using the image analysis program
Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics, USA). In order to evaluate the presence of
neutrophils in the lung tissue we used Lennert’s Giemsa stain with differentiation in acetic

acid at 0.5%. After staining, the slides were photomicrographed for later analysis.

Immunohistochemistry for MMP-2 and MMP-9

To highlight metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9) the antibodies anti-
MMP-2 (SC6838, Santa Cruz, CA, USA) and anti-MMP-9 (SC6841, Santa Cruz, CA, USA)
were used. After removal from paraffin, the cuts were hydrated with TBS pH 7.6, blocked
with H,O, at 3% in methanol for ten minutes and the slides were then washed three times with
TBS and blocked with Tris-HCL + BSA 2% for 20 minutes. Primary anti-bodies anti-MMP-2
and MMP-9 were diluted with Tris-HCL + BSA 1% in 1:100 and 1:80 ratios, respectively.
The slides were incubated with the primary antibody for 12 hours. After incubation they were
washed twice with TBS. The secondary antibody, anti-IgG (goat) (811620 Zymed, USA) was

diluted in Tris-HCL and incubated for 30 minutes. Development was performed with AEC for
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approximately 10 minutes. The slides were finally washed with distilled water, counter-

stained with Mayer’s hematoxilin and mounted in an aqueous substrate.

Immunehistochemistry for the marking of activated Macrophages

In order to highlight alveolar macrophages, biotinylated BSL 1 lectin (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) was used. After removal from paraffin the cuts
were hydrated and endogenous peroxide was inhibited (H>O, at 3% in methanol) and tissue
charges were blocked (3% borax), as were the unspecific reagents links, by means of
incubation with phosphate buffered saline (PBS) containing bovine albumin (BSA) at 3%.
The biotinylated lectin was incubated for 16 hours at 4° C in a humid room (1:250 dilution in
PBS-BSA at 1%) and detected by the Streptavidin-Peroxide conjugate by using
diaminobenzidine as chromogenic substrate — FAST DAB (Sigma, St Louis, MO, USA)

according to the manufacturer’s instruction. The slides were counter-stained with hematoxilin.

Quantification of chemokines and cytokines

We used 96-compartment plates where we added 50 ml/compartment of the capturing
antibody, diluted in a buffer composed of 1.5 M NaCl, 0.5 M of H;BO, and 1 N of NaOH;
incubation period was 12 hours at 40° C. The compartments were washed 3 times (200
ml/compartment) with buffer 1, composed of buffered saline solution PBS/0.005 % of Tween
20. After this phase, in order to block unspecific sites, the plate was filled (200
ml/compartment) with buffered PBS saline solution/bovine albumin serum (BSA, 2%) for one
hour at 37° C. The compartments were washed three times with buffer 1 (200 ml/
compartment). Samples and standards were diluted in buffer 1 containing 2% of bovine fetal
serum (BFS) (buffer 2) and then added to the compartments (50 ml/compartment). After the
incubation period (1 hour at 37° C) a new sequence of 3 washings was performed (200
ml/compartment) with buffer 1. The bioetinylated detector antibody (50 mg/ml) was then
added and kept in incubation for 45 minutes at 37° C. The compartments were washed with
buffer 1 (200 ml/compartment) and incubated for 30 minutes at 37° C (100 ml/compartment)
with a NeutrAvidin “horseradish peroxide” (HRP) mixture diluted in buffer 2. After the last
wash with buffer 1 (200 ml/compartment) the orthophenylenediamine dichloride (OPD)
substrate was added (100 ml/compartment) to develop the colorimetric reaction

(approximately 3 to 5 minutes), which was interrupted by adding 50 ml/compartment of
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H,SO4 (3 M). The spectrophotometric analysis was carried out in a plate reader for 450 nm
wavelength.

The quantification of inflammatory mediators included cytokines TNF-a, INF-y, TGF-
B and chemokines KC and MIP-2a.. Commercial kits were used (R&D System, USA) and all
manufacturer’s instructions were followed. The analyzed samples were taken from the
bronchoalveolar lavage (point 3.3) and the lung tissue. In the case of tissue, it was
homogenized in 1 ml of PBS containing a “complete” cocktail of protease inhibitors
(Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland), followed by centrifugation at 3000 rpm for 10

minutes, and the supernatant was recovered for later quantification of mediators.

Respiratory mechanics

For respiratory mechanic tests we used 5 animals from each group. They were sedated
with diazepam (5 mg/kg, i.p.) and then anesthetized with sodium pentobarbital (20 mg/kg,
i.p.) and tracheostomized for the introduction of a 20-gauge Jelco needle. The animals were
positioned in supine position for the removal of thoracic and abdominal walls, paralyzed with
gallamine triethiodide (2 mg/kg i.v.) and then mechanically ventilated with constant flow and
volume.

A pneumotacograph was connected to a tracheal cannula to measure air flow (V’), and
by integrating the flow signal, we obtained the mobilized gas volume (V) (Mortola, 1983).
Tracheal pressure (Ptr) was measured through a side exit of the circuit, by means of a
differential pressure transducer.

Respiratory mechanics were analyzed with the method of occlusion at the end of
inspiration, based on the insufflation of the respiratory system with constant air flow followed
by a quick closure of the airway at the end of inspiration. We observed a quick initial drop of
Ptr (AP1, L) up to a point of curve inflexion (Pi, L), followed by a slow decrease (AP2, L)
until it reached a plateau representing the elastic pressure of the respiratory system (Pel, L).
AP1, L and AP2, L respectively correspond to the viscous and viscoelastic components of the
respiratory system. The sum of AP1, L and AP2, L equals APror. Static and dynamic elasticity
values (Est, L and Edyn, L, respectively) of the system were calculated by dividing Pel, L and
Pi, L by current volume (V1) (Bates, 1988).
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Statistic analysis
The results were expressed as mean + standard error mean (SEM) and statistically
analyzed by variance analysis (ANOVA), followed by a Newman-Keuls-Student multiple

comparison test. Values of p < 0.05 were considered statistically significant for both tests.
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Results

Comparative Analysis of Pulmonary Inflammatory Response Induced by

Instilled Silica Dust in Rats

In order to establish a non-invasive model of silicosis, first we made a comparative
evaluation of the silica-induced response in three different species of mice. Two isogenic
species were chosen (Balb/c and C57 B16), together with a non-isogenic one (Swiss-Webster).
For this analysis we chose a period of 28 days, as this corresponds to the chronic phase of the
disease and therefore to the most critical stage of the silicotic process. We initially evaluated
the cellular content of bronchoalveolar lavage of silicotic animals when compared with
controls (instilled with saline). We observed an increased number of leukocytes in the
bronchoalveolar lavage (BAL) of the tested animals, with clearly predominant macrophages
and a significant infiltrate of neutrophil polymorphonuclears (Fig. 3). All three species
analyzed presented a similarly intense granulomatous response, as attested by hematoxilin and
eosin stains (Fig. 4). Based on these results we decided to use Swiss-Webster mice in the
subsequent essays, as their non-isogenicity may be more representative of the response

observed in humans with the disease.

Kinetics of Silica-Induced Pulmonary Inflammatory Response in Swiss-Webster
Rats

Evaluation of Leukocyte Contents in Bronchoalveolar Lavage

Our analysis worked with periods of 7, 14 and 28 days, as these represent the acute,
the intermediary and the chronic stages of silicotic disorder. We observed that the
bronchoalveolar lavage contained an increased number of total leukocytes, with a peak at 7
days and a progressive decline at 14 and 28 days. The differential analysis revealed a
predominance of macrophages, with a significant increase in the number of neutrophils. These

latter cells presented constant high levels throughout the analysis period (Fig. 5).

Evaluation of Morphologic Changes in Pulmonary Tissue
We observed that the lungs of control animals showed preserved pulmonary
parenchyma for all times analyzed, with alveolar spaces free of inflammatory cells and

bronchiolar structures lined with cuboid to cylindrical pseudo-stratified epithelium (Fig. 6A).
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As shown in figures 6 and 7, we observed that after 7 days the silicotic animals showed
diffusely altered parenchyma with the presence of inflammatory cells and large areas of
alveolar collapse (Fig. 6B). This inflammatory infiltrate had a marked presence of neutrophil
polymorphonuclears (Fig. 7A). In the group of 14-day silicotic animals we observed the
existence of nodular structures (granulomas), sometimes confluent (Fig. 6C), made up of
inflammatory cells among silica particles (Fig. 7B). The 28-day group showed better
delimitated granulomas and maintained cellularity including macrophages and neutrophils
(Fig. 6D). The alveolar walls presented a larger number of mononuclear cells, which
determined the identification of evident wall thickening (Fig. 7C).

By using Picrus-Sirius stain to visualize collagen fibers, our microscopy showed a
small amount of collagen fibers in the pulmonary parenchyma of control animals, in all
analyzed times (Fig. 8A). Silicotic animals showed a time-dependent increased content of
collagen fibers; its peak was observed on day 28, corresponding to the chronic phase of

silicotic response (Figures 8B, 8C and 8D).

Evaluation of Cellular Infiltrate in Pulmonary Parenchyma

The macrophages in the lungs of control animals were either not responsive or weakly
responsive to BSL-1 (Fig. 9A). In the case of the silicotic animals we observed that interstitial
and alveolar macrophages were highly positive in their cell membranes, which favored the
identification of the activated population after 7 (Fig. 9B), 14 (Fig. 9C) and 28 (Fig. 9D) days.

Lennert’s Giemsa stain showed no markings for neutrophil polymorphonuclears in
control animals (Fig. 10A). However, under the same experimental conditions we observed
the presence of neutrophils with apoptotic aspect in the pulmonary tissue of silicotic animals

in all three times analyzed (Figures 10B, 10C and 10 D).

Identification of Inflammatory Mediators Generated During Silicotic Response in
Rats

With the aim to identify inflammatory mediators which take part in the silicotic
response, we went on to analyze some relevant chemokines and cytokines. We studied the
bronchoalveolar lavage and pulmonary tissue and initially detected an increased amount of
KC in the bronchoalveolar lavage; KC is a C-X-C chemokine which corresponds to human

IL-8 (Fig. 11A). Equivalent amounts of KC were detected in different analysis times. Both
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TNF-o and TGF-f were increased in a time-dependant manner in the BAL, with a peak on

the 28" day after silica instillation (Figures 11B and 11C, respectively).

During pulmonary tissue analysis we observed high levels of KC (Fig. 12A) during all
three analysis times. Other mediators showed a progressive increase: chemokines and
cytokines were increased in the silicotic animals, with their peak on day 28. MIP-2 (Fig.

12B), IFN-y (Fig. 12C), TNF-a (Fig.12D) and TGF-f3 (Fig. 12E) were analyzed.

Analysis of the Presence of Metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9) in

Pulmonary Tissue

For the evaluation of MMP-2 and MMP-9 we used the immunehistochemistry
technique, which allowed us to observe that the lungs of control animals showed weak
marking for MMP-2 and 9 (Figures 13A and 14A). Silicotic animals showed strong marking
for MMP-2 and MMP-9 on days 7 and 28 (Figures 13 and 14).
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Evaluation of Respiratory Mechanics in Silicotic Mice

The analysis of respiratory mechanics showed a significant increase of variations of
resistive pressures AP1, L (related to central airways), AP2, L (related to peripheral airways)
and APy, (the sum of both pressures, AP, L= AP1, L + AP2, L) in silicotic animals when
compared to saline animals, in all three analyzed times (Fig. 15). On day 28 the silicotic
animals presented a significant increase of AP2, L when compared with other silicotic
animals. This increase is apparently related to pulmonary fibrosis observed in animals after 28

days of silica instillation.
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Discussion

Silicon is a serious public health problem, since its incidence and prevalence are very
high, especially in less developed countries, even though it is potentially avoidable (Fujimura,
2000).

Observations in humans showed inter-individual differences regarding the
development of silicotic lesions (Honda et al., 1993; Katsnelson et al., 1986). There is some
evidence that genetic factors may be related to individual susceptibility, although such
evidence is not as yet conclusive.

Experimental silicosis models attempt to reproduce the sequence of events of human
silicosis and have been explored over the years to provide comprehension regarding the
determination of cellular and molecular mechanisms of this disease. However, there are very
few published articles describing an experimental model which faithfully reproduces the
physiopathology of pulmonary silicosis.

Basically there are two described forms of inducing silicosis in animals. Davis et al.
had animals inhale aerosol particles (1998). In his technique, animals were kept in a room for
5 hours during 12 consecutive days, receiving 70 mg/m’ of silica dust, and analysis was
carried out from 16 to 20 weeks after instillation was concluded. Although it is a good
reproduction of what happens in humans, this model requires a long time for the disease to
establish itself, besides needing special infrastructure. The other, more commonly used, form
of induction involves the intratracheal instillation of silica particles. A small surgical
procedure is performed in which the animal’s trachea is exposed and silica dust is introduced
with a syringe. The commonly used dose is 20 mg of silica dust diluted in 50ul of sterile
saline (Borges et al., 2001; Faffe et al., 2001). Although induction is fast and requires only
one dose, this technique has been criticized for being invasive, which might influence the
development of the inflammatory process, besides inducing the disease in a completely
different manner from what happens in humans.

In this paper we sought to develop a model which reproduced in a more accurate
manner the events associated to what happens in the human disease. By inducing silicosis
intranasally, we were able to overcome the problems found in aerosol models and in
intratracheal models. Our choice for 10 mg of silica dust diluted in 50ul of saline proved to be
efficient as it caused an extensive lesion, compromising mainly the middle third and the apex

of mice’s lungs.
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We chose Swiss-Webster mice since they are not isogenic, therefore more
representative of the inflammatory response variability found in humans. There are no other
papers the in literature describing the use of Swiss-Webster mice to develop models of
pulmonary silicosis. For this reason we compared our animals with two other isogenic mouse
types (Balb/c and C57 BIl6) (Borges et al., 2001; Faffe et al., 2001), as Balb/c is the most
commonly used in this disease model. Our results showed that there was no significant
difference between the analyzed animal strains in terms of cell profile and differential of the
bronchoalveolar lavage, or in the alterations observed in pulmonary tissue when stained with
hematoxilin and eosin. With these results we realized we could use the Swiss-Webster
animals, since they are capable of reproducing the response observed in other strains used by
other groups.

Although silicosis in humans develops over years of inhalation, studies with animals
have showed that even a single exposure event may lead to similar functional and
morphologic changes in the lungs, which clearly validates the use of these models (Kuncova
et al., 1971; Lugano et al., 1982; Mariani et al., 1995; Schapira et al., 1998). In spite of the
disease’s chronic character, we decided to establish analysis times which included 7 to 28
days, as these represent the acute, intermediate and chronic phases of silicosis. Other authors
used 10 and 30 days as representatives of acute and chronic phases, respectively (Borges et
al., 2001; Faffe et al., 2001).

When the silica particles enter the airways, they move towards the alveoli, where they
are phagocyted by macrophages. The consequence of this is the process of cellular activation
and release of inflammatory mediators such as reactive oxygen species, lysosomal enzymes,
metabolites of arachidonic acid, chemokines and cytokines, important for cellular recruitment
and for the intensification of the fibrogenesis process (Fujimura, 2000).

The cytotoxic action of silica is a consequence of the activation of alveolar
macrophages and of the production of reactive oxygen species, causing cellular lesion and the
rupture of lysosome membranes (Davis, 1986; Vallyathan et al., 1988). With macrophage
lysis, silica particles are phagocyted by new alveolar macrophages, which also die after
ingesting them. For this reason alveolar macrophages cannot completely remove the silica
particles from the lungs (Reasor et al., 2001).

As complementary help to macrophages there are also mononuclear cells, the
lymphocytes, also shown to take part in pulmonary reaction to silica. In animals as well as in

humans, lymphocytes are present in the inflammatory infiltrate around the granulomas, in the
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interstice and also forming lymphoid aggregates in the lungs and in the bronchus-associated
lymphoid tissue (BALT) (Kumar, 1989; Reiser et al., 1982). Sttruhar et al., (Struhar et al.,
1989) demonstrated, in mice, that following silica instillation there was in increase in the
number of T-lymphocytes in BAL and in the pulmonary tissue. They also observed that
lymphocyte response was dominated by CD4+ cells, with a response peak between 14 and 30
days after exposure (Kumar, 1989). Furthermore, specific populations of T-lymphocytes in
silicotic lungs produce IFN-y in increased quantities. This cytokine could be responsible for
the maintenance of macrophage populations activated during silicosis (Davis et al., 2000).
The time reduction of inflammatory infiltrate can also be observed by analyzing pulmonary
tissue stained with hematoxilin and eosin.

Our results showed that silica stimulation caused a significant increase in the number
of neutrophils present in the BAL, a phenomenon which maintained the same intensity
throughout the process. We also observed increased levels of KC in the bronchoalveolar
lavage of silicotic animals. BAL analysis showed no significant differences in the number of
neutrophils among the silicotic groups; the same was observed when quantifying KC (IL-8
murina), which plays an important role in the recruitment of this cell type.

Vanhee (Vanhee et al., 1995) showed that cytokines and growth factors such as TNF-
a, IL-1, IL-6 and IL-8, TGF-B, PDGF and IGF produced by alveolar macrophages are directly
involved in the sequence of events which lead to the development of pulmonary fibrosis. It
has been demonstrated that during silicosis TGF-3 promotes the accumulation of extracellular
matrix, both because it increases the synthesis of collagen and fibronectin and because it
inhibits the degradation of extracellular matrix by reducing the secretion of proteases and/or
increasing the secretion of protease inhibitors (Jagirdar et al., 1996). Such phenomena
corroborate the results found with the quantification of collagen fibers, when a significant
increase was detected mainly in the silicotic group, day 28.

Our work showed a significant increase in the content of some of these cytokines and
growth factors involved in the silicosis of animals exposed to silica when compared to the
saline group. By analyzing BAL we observed a significant time increase of the levels of TNF-
o and TGF-B. However, levels of chemokine KC were increased throughout the analysis
period. The analysis of these factors in the pulmonary tissue showed increased levels of KC
and MIP-2, as well as TNF-a, [FN-y and TGF-B. The generation of these factors presents a
temporal relation with leukocyte infiltrate and disease chronification, as demonstrated by the

occurrence of intense fibrosis and granuloma formation. These findings are backed by the
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literature and corroborate the fact that the model developed was capable of reproducing the

silicotic scenario observed in other experimental models and in the human disease as well.

The degradation of MEC is an essential event in many physiologic processes such as
during embrionary development and in tissue growth and repair. On the other hand, excessive
degradation may lead to the development of various pathologic conditions, such as
rheumatoid arthritis, osteoarthritis and auto-immune diseases (Westermarck et al., 1999). A
few specific proteases known as matrix metalloproteinases (MMPs) are an important family
of metal-dependent endopeptidases, secreted in their inactive form with zinc in the active site
(Rice et al., 2000). Currently there are 20 known types of human MMPs, grouped according
to their structure and specific substrates in: collagenases (MMP-1, 8 and 13), stromelysins,
gelatinases (MMP-2 and 9) and metalloproteinases linked to the plasmatic membrane
(Nabeshima et al., 2002; Thomas et al., 1999). The existing imbalance between
metalloproteinases (MMPs) and their respective tissue inhibitors (TIMPs) allows these
proteins, mostly secreted by fibroblasts, to accumulate (Perez-Ramos et al., 1999). When
marking for MMP-2 and 9 in pulmonary tissue, we observed strong marking in the case of
silicotic animals when compared with controls. In the specific case of MMP-9 we observed
predominant marking in macrophages, which strengthen literature findings indicating that this
MMP is more associated with inflammatory cells (Lagente et al., 2005). Neutrophils should
also be considered cellular sources of MMP-9.

Interestingly we may associate the significant increase of collagen contents in
pulmonary tissue in a more chronic stage to the increase of AP2, L (related to peripheral
airways). Faffe et al., (Faffe et al., 2001), when analyzing tissue mechanics of silicotic lungs,
also observed a significant increase of tissue resistance when compared with control animals.
The increase of API1, L (related to central airways) seems to be more related to the

inflammatory infiltrate mainly found around the bronchi.
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Legends

Figure 1. Comparative analysis of the leukocyte infiltration in the bronchoalveolar lavage
(BAL) of three species of mice. White bars represent the saline group. Gray bars represent the
silica group. The mice were divided in three groups: Swiss Webster, Balb/c and C57 BIleé.
Total leucocytes (A), mononuclear cells (B) and neutrophils (C). Values are means (SEM) of
six animals. (+) Values significantly different between salina and silica (p < 0.05).
Photomicrographs of lung parenchyma stained with hematoxylin and eosin (E, F and G) or
Picro-Sirius (H, I and J) in Swiss-Webster (E and H) Balb/c (F and I) and C57 B16 (G and J).
28 days after silica instillation (10 mg). We observed the same nodular infiltration of

neutrophils and macrophages in lung. (Magnification x200. Scale bars =200 pm).

Figure 2. Kinetics of leukocyte infiltration in the ronchoalveolar lavage (BAL). White bars
represent the saline group and Gray bars represent the silica group. The mice Swiss Webster
were divided in three groups: 7 days, 14 days and 28 days. Total leucocytes (A), mononuclear
cells (B) and neutrophils (C). Cytokines and chemokines in Bronchoalveolar Lavage (BAL).
KC (D), TNF-a (E) and TGF-B (F). Values are means (SEM) of six animals. (+) Values

significantly different between salina and silica (p < 0.05).

Figure 3. Photomicrographs of lung parenchyma stained with hematoxylin and eosin (A, B, C
and D) or Picro-Sirius (E, F, G and H) in Swiss-Webster, saline (A and E), 7 (B and F), 14 (C
and G) and 28 days (D and H) after silica instillation (10 mg). We observed a temporal
increased in the size of granulomatous nodules secondary to silica exposure. (Magnification
x200. Scale bars =200 um). Graphic of quantification of collagen fiber content at pulmonary
parenchyma. White bars represent the saline group and Gray bars represent the silica group.
(+) Values significantly different from saline, P < 0.05. (*) Values significantly different from
other silica groups, P < 0.05.

Figure 4. Photomicrographs of imunohistochemistry of lung parenchyma marked with F4/80
(A, B, C and D). Figures (E, F, G and H) were stained with Giemsa of Lennert in Swiss-
Webster, saline (A and E), 7 (B and F), 14 (C and G) and 28 days (D and H) after silica

instillation (10 mg). We observed a temporal increase in the intensity of marking in silica
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groups (B, C and D). In slices stained with Giemsa, we saw a strong marking for neutrophils

(F, G and H). (Magnification x200. Scale bars = 200 um).
Figure 5. Cytokines and chemokines on pulmonary tissue. White bars represent the saline
group and Gray bars represent the silica group. KC (A), MIP-2 (B), MIP-1a (C), TNF-a (D),

TGF-B (E) and IFN-y (F). Values are means (SEM) of six animals. (+) Values significantly d

ifferent between salina and silica (p < 0.05).
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