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RESUMO

ARANTES, Ana Carolina Santos de. Efeito do inibidor de quinase da regido NH, terminal de
c-Jun SP600125 sobre a resposta fibrotica pulmonar induzida por silica em camundongos.
2009. 61 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) - Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. 2009.

A silicose é uma disfungdo causada pela inalagdo de particulas de silica cristalina,
caracterizando-se por intensa inflamacéo e fibrose, com ocorréncia de granulomas dispersos
no parénquima pulmonar. Apesar de ser uma doenca grave, ndo ha até o momento uma terapia
eficaz. A enzima JNK é um membro da familia das MAP quinases, atuante no processo de
sinalizagéo intracelular por atuar fosforilando a regido NH, terminal do fator de transcrigéo c-
Jun, tendo sua implicacdo descrita em doencas inflamatorias crénicas. Neste estudo
investigamos o potencial efeito do inibidor de JNK, SP600125, sobre a resposta fibrética
verificada na silicose experimental murina. Para tanto foram utilizados camundongos Swiss-
Webster instilados com silica (10 mg), por via intranasal, e posteriormente submetidos ao
tratamento curativo diario com o inibidor SP 600125 (2 e 5 mg/Kg, p.0.), entre os dias 21 e 28
apos a provocacgdo com silica. As analises foram realizadas 24 h ap6s a Gltima administracéo
do composto e constaram de: i) area de granuloma pulmonar (coloracdo por H&E) e
deposicao de colageno (coloragdo por Picrus-sirius e quantificacdo pela técnica de Sircol); ii)
mecanica pulmonar por sistema invasivo (resisténcia e elastancia); iii) quantificacdo de
citocinas e quimiocinas por sistema de ELISA; iv) quantificacdo dos niveis de fosfo-JNK por
meio de western blot. Verificamos que o tratamento curativo com o composto de JNK SP
600125 (2 e 5 mg/Kg, p.o.) inibiu de forma marcada a resposta inflamatéria e fibrética
pulmonares, conforme atestado pelo menor infiltrado leucocitario e diminuicdo da area do
parénquima pulmonar ocupada por granulomas. Importante reducéo na deposi¢do de colageno
foi também evidenciada através da coloragdo com picrus sirius e pela técnica de Sircol. De
forma coerente, o tratamento com SP 600125 também inibiu 0 aumento de resisténcia e de
elastancia pulmonares, caracteristico de animais silicoticos. A geracdo de fatores
inflamatdrios e proéfibroticos, assim como aumento no conteddo de macrofagos e
miofibroblastos no pulméo dos animais silicéticos foram significativamente reduzidos pelo
tratamento com o composto SP 600125. Por Gltimo, vimos que o aumento nos niveis de fosfo-
JNK foi também sensivel ao tratamento com o composto. Em conclusdo, nossos resultados
mostram que o tratamento com o inibidor de JNK SP 600125 foi eficaz em inibir
curativamente a resposta fibrotica associada a fase cronica da silicose experimental murina,
indicando ser promissora a futura aplicacdo desta classe farmacoldgica na condicdo de
doencas inflamatorias de natureza fibrdtica como a silicose.

Palavras-chave: SP600125. JNK. Fibrose. Silicose.



ABSTRACT

ARANTES, Ana Carolina Santos de. Effect of c-Jun NH; terminal kinase inhibitor SP600125
in lung fibrosis on experimental silicosis in mice. 2009. 61 f. Dissertagéo (Mestrado em
Biologia Humana e Experimental) - Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro. 2009.

The silicosis is a dysfunction caused by inhalation of crystalline silica particles,
characterized by intense inflammation and fibrosis, including the presence of granulomas
dispersed in the lung parenchyma. Although silicosis is a serious disease there is no effective
therapy until now. The JNK is an enzyme, member of the MAP kinases family, active signal
transduction process by the phosphorylating the NH, terminal region of the transcription
factor c-Jun, and which was described to be implicated in chronic inflammatory diseases. In
this study, we investigated the potential effect of the JINK inhibitor, SP 600125, on the fibrotic
component of the experimental model of silicosis in mice. Swiss-Webster mice were injected
intranasally with silica particles (10mg), and further, daily treated curatively with the inhibitor
SP 600125 (2 and 5 mg/Kg, p.o), from day 21 to 27 after silica provocation. The analyses
were performed 24 h after the last dose and consisted of: i) granuloma area (H&E staining)
and collagen deposition (Sirius Red staining and quantification by Sircol technique); ii)
pulmonary mechanics by invasive system (resistance and elastance); iii) quantification of
cytokines and chemokines by ELISA; iv) quantification of phosphor-JNK levels by western
blot. We verified that the curative treatment with the JNK SP 600125 (2 and 5 mg/Kg, p.0)
markedly inhibited the lung inflammatory and fibrotic responses as attested by the decrease in
leukocyte infiltration and granuloma area. A significant reduction of collagen deposition was
evidenced by Picrus sirius staining and Sircol technique. Coherently, treatment with SP
600125 also inhibited the increase of lung resistance and elastance in silicotic animals. The
generation of inflammatory and fibrotic mediators as well as increased labeling for
macrophages and myofibroblasts in silicotic animals were significantly reduced by the
treatment with SP 600125. At last, we noted that the increased levels of phosphor-JNK were
sensitive to treatment with the compound. In conclusion, our results show that treatment with
the JNK inhibitor SP 600125 effectively inhibited curatively the fibrotic response associated
to the chronic phase of murine silicosis, indicating that the use of such pharmacological class
of compounds seems to be a promising approach for the treatment of fibrotic diseases such as
silicosis.

Keywords: SP600125. JNK.Fibrosis.Silicosis.
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INTRODUCAO

Diversas doencas que acometem os pulmdes podem modificar sua funcdo devido ao
aparecimento de uma resposta inflamatoria aguda pulmonar, seguida em tempos mais tardios,
pelo desenvolvimento de um processo de reparo tecidual, associado & ocorréncia de fibrose.
Dentre as varias doencas que afetam o pulmé&o, destaca-se a silicose, que resulta da exposi¢do
prolongada a poeiras inaladas que contenham particulas de silica cristalina, possui carater
crénico e caracteriza-se por ocorrer de forma difusa no parénquima pulmonar (Beckett e cols.,
1997).

No Brasil, a silicose é a pneumoconiose, ou seja, doenca decorrente da inalacdo de
poeiras, de maior prevaléncia no pais. Para efeito pratico, podemos considerar como
pneumoconiose toda doenca pulmonar decorrente de inalacdo de poeiras inorganicas
(minerais) e organicas em suspensdo nos ambientes de trabalho, levando a alteragfes do
parénquima pulmonar e suas possiveis manifestacdes clinicas, radiolégicas e da funcédo
pulmonar.

A silicose é uma doenca pulmonar cronica consequente da inalacdo recorrente a
particulas de silica na sua forma livre e cristalina. O nimero estimado de trabalhadores
potencialmente expostos a poeiras contendo silica no Brasil é superior a 6 milhdes, sendo
cerca de 4 milhdes na construgdo civil, 500.000 em mineragdo e garimpo e acima de 2
milhGes em industrias de transformacdo de minerais, metalurgia, inddstria quimica, de
borracha, ceramicas e vidros. Em 1978, estimou-se entre 25 e 30 mil o nimero de portadores
de silicose no Brasil, através de estatisticas realizadas em hospitais de tisiologia na regiao
Sudeste.

A silicose, em humanos, é caracterizada por nddulos fibréticos causados por uma
inflamacdo persistente que leva a proliferacdo de fibroblastos e acumulo exagerado de
colageno (Hunninghake e cols., 1984). O infiltrado inflamatério mononuclear e a fibrose
subsequente ocorrem nos locais de deposicao da particula mineral. O macrofago alveolar é a
principal célula na resposta tecidual a silica, uma vez que, apés a ingestdo da particula, ha o
desenvolvimento de uma série de eventos dependentes da sua ativacdo. Os macrofagos
ativados produzem algumas citocinas e quimiocinas que promovem recrutamento e ativacao
de neutrdfilos e linfocitos, a proliferagéo fibroblastica e a deposicéo excessiva de proteinas de
matriz extracelular (Davis, 1986; Davis & Giemsa, 1996).

Dentro deste contexto, diversos estudos vem sendo realizados no sentido de melhor
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compreender os mecanismos determinantes do processo da silicose, bem como propostas

terapéuticas potencialmente eficazes no tratamento desta fisiopatologia.
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1 PULMAO

O aparelho respiratorio € constituido pelos pulmdes e por um sistema de tubos que
comunicam o parénquima pulmonar com o meio exterior, no qual podemos distinguir uma
porcdo condutora composta pelas fossas nasais, nasofaringe, laringe, traqueia, bronquios e
bronquiolos, e uma porcdo respiratoria representada pelas porcdes terminais da arvore
brénquica e que possui os alvéolos aonde no pulmao, € realizada as trocas gasosas (Junqueira
LC e cols.,1999).

O pulméo possui a fungdo priméria de troca do dioxido de carbono (CO;) pelo
oxigénio (Oy), processo essencial para a manutencdo do metabolismo aerdébico. O pulméo
frequentemente encontra-se exposto a uma variedade de agentes presentes no ambiente que
sdo potencialmente prejudiciais ao organismo. O organismo na tentativa de debelar os agentes
patogénicos indesejaveis, responde de forma defensiva com a montagem de uma resposta
inflamatéria e ativacdo do sistema imune que tem como conseqliéncia a injuria tecidual,
seguida por ativacao de um sistema de reparo ao dano causado diretamente por este agente no
foco do processo (Griffith B ,e cols.2009). Isso caracteriza a ocorréncia de uma ampla gama
de doencas pulmonares, classicamente divididas em dois grupos: obstrutivas e restritivas. No
primeiro caso é verificado um aumento na resisténcia a entrada do fluxo de ar e no segundo

um comprometimento tecidual intenso e perda da funcédo do 6rgéo (Levitzky 2004).

1.1 Pneumoconioses

As pneumoconioses constituem uma classe de doengas restritivas, sendo causadas
pela inalacdo poeira e acumulo de particulas no tecido pulmonar (Castranova V, 2004 e
Chong S e cols, 2006). O termo foi criado em 1866 por Zenker para caracterizar as alteracdes
no parénquima pulmonar causadas pela inalacdo de poeiras (Corn J, e cols., 1980). Entretanto,
essa terminologia ndo é adequada para utilizacdo de algumas pneumopatias associadas com
inalacdo de particulas como hipersensibilidade, alveolites alérgicas (Capitani E. e Algranti E.
2006).

Podem ser divididas em ndo- fibrogénicas e fibrogénicas, sendo no primeiro caso
observado o envolvimento de macréfagos carregados por particulas com pouca ou auséncia
de fibrose, como verificado na siderose (ferro) e a baritose (Chong S e cols.2006), sendo estas

formas mais incomuns. No caso das fibrogénicas, observa-se a presen¢a de nodulos focais
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e/ou fibrose difusa, tendo-se como exemplos a antracose (carvdo), asbestose (asbestos),

beliriose (berilio) e a silicose (silica).

1.1.1 Silicose

O termo silicose é derivado do latim silex (rocha sedimentar constituida de quartzo) e
caracteriza uma das doencas de carater ocupacional mais antigas dentro do grupo das
pneumoconioses, havendo inclusive a possibilidade de ter existido no periodo paleolitico. Foi
descrita por Hipocrates, como uma dada dificuldade respiratéria em trabalhadores (Abu-
Shams K e cols.2005).

A prolongada inalacdo de poeira, contendo finas particulas de silica livre e cristalina,
leva a cada ano milhGes de pessoas a morte em todo o mundo. Caracterizada por uma
inflamacdo intensa, proliferacdo de fibroblastos localizada e excesso de producdo de colageno
determinando a formac&o de nodulos fibréticos (Thakur S, e cols., 2009).

A silicose ¢ classificada em trés subtipos, que tém como base a quantidade e o tempo
de exposicdo a poeira contendo particulas de silica cristalina. A silicose aguda ou
silicoproteinose desenvolve-se dentro de poucas semanas ou em até aproximadamente 5 anos,
sendo decorrente de uma alta exposicéo as particulas de poeira causando os sintomas dentro
de pouco tempo, sendo morfologicamente caracterizada por edema pulmonar, inflamagéo
intersticial e uma severa alveolite, acompanhada de uma consistente lipoproteinose dentro dos
alvéolos com fluido rico em surfactante. Os pacientes apresentam sintomas como tosse,
fadiga, perda de peso, reducdo da funcdo pulmonar e comprometimento da troca gasosa
(Castranova V e Vallyathan V, 2000)

A silicose acelerada resulta da alta exposicdo e desenvolve-se dentro de 5 a 10 anos,
possuindo um perfil parecido com aquele da silicose aguda, exibindo uma lipoproteinose
alveolar associada com inflamacéo cronica. Ela esta associada com os granulomas fibroticos
contendo colageno, reticulina e uma grande quantidade de particulas de silica (Castranova V e
Vallyathan V, 2000).

A silicose cronica ocorre geralmente depois de 10 ou mais anos de exposi¢do. A
doenga pode evoluir depois de cessada a exposicdo a silica (Langley R, 2004), levando a
formacéo de nddulos fibroticos caracteristicos com arranjos de fibras colagenas concéntricas e

com zonas de centrais hialinizadas (Castranova V e Vallyathan V, 2000).
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1.1.1.1 Silica

A crosta terrestre € composta por diversos minerais e 0 mais abundante deles ¢ a silica
ou diéxido de silicio (SiOy), que e formado por um atomo de silicio e dois 4tomos de
oxigénio. A silica ocupa mais de 28% da crosta terrestre, sendo encontrada na natureza nas
formas amorfa e cristalina (Castranova V e Vallyathan V, 2000), e quando combinada a
metais e 6xidos d& origem aos silicatos como talco, feldspalto, caulim e mica (Terra Filho M,
e cols., 2006).

A silica cristalina possui uma estrutura tetraédrica na qual o silicio é o &tomo central e
as extremidades sdo ocupadas pelo oxigénio. Possui trés principais polimorfos: o quartzo
encontrado em diversos tipos de rochas, a tridimita e a cristobalita, esses Ultimos
provenientes de rochas vulcénicas, sendo o quartzo a forma mais comumente encontrada
(Peretz A, e cols., 2006). A silica amorfa possui propriedades menos téxicas ao pulmao,
sendo menos fibrogénica que a forma cristalina (Langley R,e cols., 2004).

Tendo como fato que a silica estd presente em toda superficie terrestre e em diversos
tipos de matéria prima, a doenca por ela causada possui carater ocupacional afetando
trabalhadores de diversas areas como inddstria, mineracao: extracdo mineral e processamento,
construgéo civil e jateamento de areia dentre outras (FUNDACENTRO, 1995).

As particulas de silica possuem diametro médio de 0,5 - 10 um e podem penetrar nos
alvéolos, sendo citotdxicas para as células fagociticas (Fishwick D, e cols., 2004). As de
tamanho médio entre 5 - 10 um depositam-se nos brénquios e broquiolos, enquanto que as de

tamanho superior a 10 um ficam retidas na nas vias aéreas superiores.

1.1.1.2 Epidemiologia

Atualmente a silicose é uma das pneumoconioses mais prevalentes no Brasil e em todo
o mundo, representando um sério problema de salde publica. Segundo a Organizagdo
Mundial de Saude (OMS), tanto paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento
apresentam uma super exposic¢ao na poeira inalavel contendo silica e levando assim a doenca.

Segundo a OMS, no periodo de 1991-1995, na China, foram registrados mais de
500.000 casos de silicose, com cerca de 6.000 novos e mais de 24.000 mortes a cada ano. Nos
EUA, estima-se que mais de 1 milh&o de trabalhadores estejam expostos as particulas de silica
livre e cristalina.

O ndmero estimado de trabalhadores potencialmente expostos a poeiras contendo
silica é superior a 6 milhGes somente no Brasil, em particular na regido sudeste, onde a

mineracdo (9%), exploracdo de pedreira (16%), construcdo civil (67%) e inddstrias de
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processamento de minerais (34%) constituem atividades econémicas predominantes. Nas
regides de seca no nordeste, a escavacao de pocos com alto contetido de quartzo resulta em
uma prevaléncia de 26% de silicose nos individuos (FUNDACENTRO, 2008)

(http://www.fundacentro.gov.br). Somente no estado de Minas Gerais mais de 4.500

trabalhadores tém sido diagnosticados com silicose. Na regido nordeste, no Ceara, um estudo
realizado com escavadores de pocos revelou uma prevaléncia de cerca de 27 % de individuos
com a doenca. Analises de tendéncias entre 1985-2001 mostram um aumento na exposicdo a
silica no Brasil de 19,6 para 21,7% entre homens e uma reducdo de 3,7 para 3,2% entre as
mulheres (Algranti E, e cols.,2004).

1.1.1.3 Diagndstico e tratamento

As pneumoconioses sdo freqiientemente assintomaticas na fase inicial, o que torna as
medidas diagnosticas prévias de suma importancia, com beneficios evidentes para o
trabalhador. Os principais sintomas clinicos sdo: falta de ar, tosse, perda de apetite, febre e
dores no corpo. O diagnostico das pneumoconioses é feito de acordo com o historico
ocupacional de exposicdo a poeira mineral e radiografia com imagens compativeis com a
doenca. O exame médico inclui todo o histérico do paciente e, raio x simples de térax (Ress
D, e cols., 2007). A prova de funcdo pulmonar é um procedimento complementar realizado,
que busca estabelecer o grau de disfuncéo e incapacidade do trabalhador (Gevernois P, e cols.,
1998). Testes mais sofisticados como a difusdo pulmonar do mondxido de carbono e
tomografia computadorizada ndo sdo utilizados de forma rotineira, mas quando realizados
auxiliam e complementam o diagnoéstico (Filho M e Santos U , e cols., 2007).

Devido a coexisténcia de fatores como tabagismo e infeccbes pulmonares, torna-se
cada vez mais dificil estabelecer um padrdo funcional que caracterize as pneumoconioses
(Greenberg M, e cols., 2007). A susceptibilidade individual ao adoecimento € um dos fatores
que dificulta o diagnostico, pois, nem todos os trabalhadores adoecem durante a exposicao e
podem passar muitos anos da sua vida sem apresentar sintomas ou lesdes, que poderdo surgir
depois de cessado o contato com o agente.

E uma doenca irreversivel e, apesar do arsenal terapéutico disponivel, ndo ha um
tratamento especifico para a silicose até o presente momento. Tem sido utilizada como terapia
de suporte estratégias que trazem alivio ao paciente e inclui 0 uso de antitussigenos,
broncodilatadores e oxigénio quando necessario ( Rimal B, e cols., 2005). No entanto, a
remocdo das particulas coloca-se como uma alternativa para evitar o agravamento da doenca
(Terra Filho M, e cols., 2006). De acordo com a publicagio da OMS (Saude)
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(http://www.who.int/occupational _heatth), a silicose € uma doenca ocupacional que produz o

maior nimero de vitimas e mata anualmente centenas de pessoas em todo o0 mundo, podendo
acarreta graves transtornos para a saude do trabalhador, assim como resultar em um sério

impacto socio-econémico.

1.1.1.4 Patogénese

As particulas de poeira ao serem inaladas pelos trabalhadores depositam-se em
diferentes niveis da arvore respiratdria de acordo com o seu tamanho, forma e massa (Abu S,
e cols.,2005). As caracteristicas como carga elétrica oposta na estrutura fisica do cristal
podem igulamente contribuir para o estabelecimento da doenca. Ha teorias que indicam que
esta caracteristica pizoelétrica pode favorecer a producdo de radicais livres de oxigénio
produzidos a partir da superficie das moléculas de silica e gerando dano a diversos tipos

celulares (Greenberg M, e cols., 2007).

1.2 Macrofagos

Os macréfagos alveolares normalmente sdo encontrados dentro dos alvéolos, e séo as
primeiras células pulmonares residentes a entrar em contato com o agente agressivo. Estdo
presentes em grandes quantidades no intersticio pulmonar e dentro dos alvéolos, sendo uma
parte importante e eficaz do processo de imunidade imediata. A participacdo dos macréfagos
no processo de reparacdo € importante, ja que eles tém a capacidade de secretar citocinas e
fatores quimiotaticos que podem regular o acUimulo local de células mesenquimatosas
(fibroblastos), além das células da matriz extracelular. Essas células séo membros importantes
da familia das células macrofagicas, que existem com fenétipos heterogéneos, dependendo i)
do processo de diferenciacdo celular, diretamente relacionado ao tipo de citocina com a qual
entrou em contato e a sua interacdo com o estroma nos 0rgaos hematopoiéticos, e ii) da sua
ampla distribuicdo nos tecidos do organismo e das suas variadas respostas a estimulos
enddgenos e exogenos. Os diferentes tipos de estimulos s&o reconhecidos através da interacdo
com uma ampla gama de receptores conectados a membrana plasmatica, o que resulta em
fagocitose ou endocitose, sinalizacdo intracelular e alteracbes complexas de ativacdo e
repressdo de genes (Dunn K, 2003).

Estudos sugerem a interacdo com receptores de superficie presentes nessas células,
receptores denominados “scavenger” (Hamilton R, e cols., 2006; Palecanda A e cols., 1999),

como uma etapa importante no reconhecimento das particulas de silica. Sdo conhecidas varias
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classes desses receptores, com destaque para o receptor MARCO na patologia da silicose
(Palecanda A e Kobzik L, 2001). Evidéncias na literatura atribuem sua ligagéo as particulas
ambientais inaladas ndo-opsonizadas, através de seu dominio semelhante ao coldgeno dotado
de carga positiva, 0 que possibilitaria a interacdo com particulas de carga negativa, como a
silica (lyer R ,e cols., 1996). A partir do contato via receptor “scavenger”, o processo de
fagocitose mediado por macrdfagos alveolares é iniciado imediatamente. A particula de silica
é entdo, internalizada e mantida no compartimento lisossomal sob condic¢des de pH reduzidas,
propiciando a ativacdo de enzimas digestivas na tentativa de degradar o material ali presente
ou caso contrario, os macréfagos alveolares tornam-se ativados apresentando funcéo
altamente secretora, liberando diferentes mediadores inflamatérios a partir de transcricéo
génica (Barbarin V,e col., 2005). Participam, também, da liberacdo de radicais livres, assim
como, sdo ativados pelos mesmos (Blackford J, e cols., 1994; Castranova V e Vallyathan V,
2000).

Figura 1: Resposta celular induzida pela Silica
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Legenda: (1) Interacdo com a matriz extracelular; (2) fagocitose por macréfagos alveolares (MA); (3) clearance;
(4) ativacdo e morte de macréfagos; (5) resposta de células alvo a produtos liberados dos MA; (6)
acdo direta das particulas sobre as células alvo; (7) geracdo adicional de ROS/RNS. Adaptado de
Fubini B e col., 2003.
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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, consequente da
interacdo com a silica, escapam através dos linfonodos proximais ou eventualmente s&o
expelidos para fora do trato respiratorio (Hamilton R, e cols., 2008). Alternativamente, 0s
macrofagos ativados migram para o espaco intersticial, onde liberam uma ampla gama de
mediadores inflamatorios e pré-fibroticos, contribuindo dessa forma para a progressao do

quadro fibrético induzido pela silica no pulméo (Hamilton R,e cols., 2008).
1.3 Fibroblastos/Miofibroblastos

Fibroblastos sdo células mesenquimais que normalmente se encontram no estroma de
varios tecidos, e, no caso do pulmdo, estdo presentes na adventicia de estruturas vasculares e
nas vias respiratdrias (Phan S, 2008). Na condicéo de lesdo tecidual, semelhante ao que ocorre
na silicose, os fibroblastos proliferam, migram e produzem grandes quantidades de
componentes da matriz extracelular, que ajudam a reparar o tecido lesado. Essa populacédo
apresenta fenétipo diferente, sendo assim heterogénea e ocupa grande parte da lesdo durante o
periodo ativo do processo de fibrose. Um desses fenétipos corresponde ao
protomiofibroblasto, representando uma etapa intermediaria, passando entdo ao estagio
diferenciado de miofibroblasto, que por sua vez possui fun¢do primaria no processo de reparo
e remodelamento, ou seja, atuante na regulacdo da degradacdo da matriz via secrecdo das
metaloproteinases e substituicdo por matriz recém - sintetizada. Nessa condicdo, essas células
passam a expressar a proteina a-actina de musculo liso (a-SMA) (Hinz B, 2007;Sappino A, e
col., 1990) e adquirem caracteristicas morfoldgicas como a clara presenca de fibras de
estresse (Eckes B, e cols., 2006; Kinnula V, 1992)

Durante o desenvolvimento da resposta fibrotica, os miofibroblastos sofrem ativacéo
por uma série de fatores de crescimento (Kovacs E, e cols., 1994; Schafer M,e cols., 2007).
Dentre estes, recebe destaque o TGF-B1 por seu potente efeito indutor de proliferacdo e
ativacdo de miofibroblastos, com conseqiiente expressao de a-SMA e aumento da producéo
de colageno (Phan S, 2008; Powell D ,e col., 1999). Células do parénquima, células epiteliais
e macrdfagos alveolares sdo o0s responsaveis pela produgdo destes fatores, incluindo os
proprios fibroblastos, que se mostram aptos a secretar TGF-f1, configurando assim um
processo de regulacdo autocrina (Border W, e cols., 1994).
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Somado ao processo de diferenciacdo e proliferacdo, os miofibroblastos atuam como
principais produtores de componentes da matriz extracelular no processo fibrético, secretando
principalmente o colageno dos tipos I, 111 e IV (Phan S, 2008) bem como a fibronectina. Nao
somente considerados como fontes de colageno e outras proteinas de matriz extracelular, os
miofibroblatos sdo células altamente dindmicas e ativas, podendo 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 inflamatoria cronica.
Dessa forma, os miofibroblastos aléem de atuarem como células estruturais importantes
produtoras de uma ampla gama de fatores, podem também exercer fungcdo imunoreguladora
(Phan S, 2002; Powell D, e cols., 1999).

1.4 Fibrose Pulmonar

A resposta de fibrose pulmonar é tradicionalmente vista como um fenémeno que
ocorre apos uma resposta inflamatoria cronica, embora até 0 momento nao existam evidéncias
clinicas que provem a real existéncia de uma relacdo direta entre parametros inflamatorios e a
evolucdo da doenca. No entanto, a literatura especializada ja descreveu que a fibrose tecidual
inicia sua amplificagdo a partir de uma lesdo inicial, e age modulando o fenbmeno de
reparacdo tecidual, tanto no sentido do acimulo de células mesenquimatosas quanto da sintese
de componentes da matriz extracelular (Keane M e Strieter R, 2002). Isto levou alguns grupos
de pesquisadores a concentrar seus estudos na expressdo de alguns componentes da matriz
extracelular e em moléculas normalmente envolvidas na regulagdo da homeostase. No caso
particular da matriz extracelular, existem evidéncias de que a sua manutencdao é um processo
dindmico, envolvendo a sintese de proteinas como fibrilas de colageno, fibronectina e
proteoglicanas, sempre equilibradas atraveés de uma proporcdo equivalente de protedlise. No
caso dos reguladores, também vem sendo enfatizada uma certa classe de proteases: as
metaloproteinases (MMPs), cuja acdo enzimatica é regulada por uma familia de inibidores de
metaloproteinases teciduais (TIMPs). Alguns estudos demonstram que durante um processo
de desregulacdo do processo homeostatico é possivel observar a formacéo de fibrose tecidual,
correspondendo ao fenémeno secrecdo de proteinas de matriz extracelular em excesso , dando
origem a importantes alteracdes funcionais (Keane M e Strieter R, 2002). Em um cenario
assim tdo amplo, também ha outras células residentes envolvidas, como as células epiteliais
de revestimento da arvore brénquica, além de outras células constitutivas (macrofagos), que

tém um papel importante no processo de agressao tecidual atraveés da ativagdo em cascata de
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diferentes tipos de células e de fendmenos de reparacdo (Mossaman B e Churg A, 1998;
Rocco P, e cols., 2003).

2 ATIVACAO CELULAR

Durante o processo de ativacao celular, dependendo do tipo de célula e do estimulo,
varias sdo as vias de sinalizagdo envolvidas com especial destaque para as proteinas quinases
ativadas por mitégeno (MAPK) (Krishna M e Narang H, 2008), consideradas cruciais na
regulacdo de varias funcbes celulares. As MAPK compfem uma familia extensa de enzimas
que atuam de forma conservada ao longo de todo o processo evolutivo (Johnson G e Lapdat
R, 2007). Uma vez ativadas, as MAPK atuam perpetuando o processo de transducdo de
sinalizag&o, assim como modulando a fosforilagdo de fatores de transcricdo como o NFKB e a
proteina ativadora (AP-1), fatores que medeiam a resposta inflamatdria, sendo ativados por
estimulos como LPS, citocinas e diversas condicdes de estresse, e que por sua vez regulam a
expressdao de genes que codificam citocinas inflamatorias como TNF-alfa, 1L-6, e IL-8
(Shukla A e col., 2003; Enslen H e col., 2001).

Nos mamiferos os trés principais membros da familia das MAPK (fig.2) sdo: ERK
(1, 2, 3,4 e 5), p38 (1-3) e INK (1,2, 3), sendo diferenciados pela especificidade quanto ao
substrato. Atuam regulando diversos processos celulares incluindo proliferacdo, diferenciacéo
e apoptose. Podem ser ativadas por inumeros estimulos, como fatores de transcrigdo, proteinas
do citoesqueleto e exercem grande influéncia na expressdo génica, metabolismo e diviséo
celular (Maosog Q e Elion A, 2005, Adcock E, e cols., 2006). A cascata das MAPK consiste
da fosforilacdo e ativacdo sequencial das enzimas MAPKKK (MAP3K), MAPKK (MAP2K)
e da MAPK, que ao fosforilarem fatores de transcri¢do especificos irdo permitir a iniciacdo do
processo de transcri¢do génica e consequente geracdo de mediadores inflamatdrios de origem
protéica como citocinas e quimiciocinas. Compondo parte do processo de regulacéo da acdo
das quinases intracelularmente, encontram-se diferentes familias de fosfatases que atuam
desativando o sistema através de desfosforilacdo (Enslen H, e cols., 2001, Maosog Q e Elion
A, 2005). Dados da literatura apontam para uma participacdo ativa da via das MAPK em
diversos processos inflamatérios crénicos como asma bronquica e COPD, muito embora na

condig&o da silicose muito pouco tenha sido estudado (Ding M, e cols. 2005).
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Figura 2: Cascata de sinalizacdo em células de mamiferos, proteinas quinases ativadas por
mitdgenos (MAPK).
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Legenda: Sumério esquematico das interagdes entre as vias quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), c-
Jun N-terminal quinase (JNK) e p38. InteracBes exclusivas podem existir em determinados tipos
celulares e com estimulos especificos. N&do sdo mostrados todos os substratos de MAPK. Destaque

para a localizagdo do JNK na rede de sinalizagdo. Adaptado de Bennet BL. 2006.

2.1 Quinase da regido NH; terminal de c-Jun (JNK)

A enzima JNK foi primeira mente descrita no inicio dos anos 90, como uma familia
de proteinas que fosforilam residuos serina/treonina e que sao ativadas mediante situacfes que
incluam condicg&o de estresse. Davis e colaboradores (2000) reportaram que a JNK ativada, ou
seja fosforilada, € translocada para o nicleo onde é capaz de ligar-se a regido de dominio NH,
terminal de c-Jun, ativando AP-1 e promovendo a transcricdo de genes (Adcock I, e
cols.2006; Bogoyevitch M, e cols.,2007). Até o momento cerca de trés isoformas sao

conhecidas, sendo estas codificadas por trés genes diferentes: as isoformas JINK 1 e JNK 2
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que estdo amplamente distribuidas, enquanto que a isoforma JNK 3 encontra-se localizada
principalmente no tecido neuronal (Manning A e Davis R,2003).

A JNK ¢é fosforilada e ativada por duas MAPK especificas a MAPKK4 que
preferencialmente fosforila o residuo tirosina e MAPKK?7 que fosforila o residuo treonina. Ja
foi descrito na literatura que a MAPKK 7 ¢ essencial para a ativacdo do JNK pelo TNF-a
(Manning A e Davis R,2003). Apds a ativacao, a JNK ¢é translocada para o nucleo, onde atua
fosforilando c-Jun, no dominio de transativacdo N-terminal (residuos Ser 63 e Ser 73) (Hess
J,e cols., 2004).

2.1.1 Inibidores de JINK

A complexidade da via da JNK favoreceu multiplas oportunidades para o desenho
quimico de varias moléculas pequenas com a propriedade de modular negativamente a via da
JNK, sendo uma das principais estratégias ter a enzima como alvo principal de acdo. Neste
sentido, foi sintetizado pela companhia farmacéutica Celgen, o composto SP600125 (fig.3),
que € um derivado de uma série de pirazoloantronas e que tém como alvo o sitio ATP da
quinase. Seu desenho teve como base teste em doencas autoimunes, inflamatérias e
neurodegenerativas. Este composto apresentou valores de Cl de 100 nM para JNK1 e JNK 2 e
de 150 nM para JNK 3, tendo como caracteristica a inibicdo competitiva de ATP atuando
tanto em JNK1, JINK2 como em JNK3 (Bogoyevitch M, e cols., 2004). Interferéncia pequena

ou nenhuma foi verificada no caso das quinases ERK e p38.

Figura 3 - Estrutura quimica do composto SP600125.
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Evidéncias da literatura indicam que em ensaios celulares in vitro, o inibidor

SP600125 suprimiu a producdo de TNF-a em mondcitos humanos e IL-2 em células Jukart,
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assim como de GM-CSF, RANTES e IL-8 em células da musculatura lisa de humanos
(Oltamans U, e cols.,2003). SP6000125 igualmente preveniu a morte celular através da
inibicdo da ativacdo da familia pré-apoptética Bax/Bad, a liberacdo do citocromo c
mitocondrial para o citoplasma (Bogoyevitch M e Arthur P, 2008). Em outros modelos
experimentais de inflamacdo cronica como de artrite reumatdide em ratos, foi também
observada diminui¢do de sinais como inchago, destruicdo das articulagdes e dano tecidual
(Han Z,e cols,2001). Respostas de injuria pulmonar causada por LPS foram igualmente
sensiveis ao efeito do composto SP600125, quando foi observada reducdo do infiltrado
neutrofilico no parénquima pulmonar, LDH no lavado broncoalveolar, geragdo de 6xido
nitrico e niveis de MMP-9 (Arnd P, e cols., 2004, Lee H,e cols,2004). Além disso, em
modelos experimentais inflamacdo crénica como a asma brénquica, este inibidor mostrou-se
apto em inibir o acimulo de eosindfilos e linfocitos no lavado broncoalveolar, liberacdo de
citocinas e producéo de IgE (Eynott PR,e cols,2003, Nath P, e cols., 2005).

Tomando por base os resultados promissores indicativos do envolvimento da
enzima JNK em condicdes de fisiopatologia, novos compostos foram sintetizados, incluindo-
se AS602801. De forma bastante interessante, o tratamento de camundongos, por via oral, foi
capaz de inibir a resposta fibrética verificada na condicdo de estimulacdo com bleomicina.
Corroborando estes achados, camundongos nocautes para JNK-1, apresentaram nitida
protecdo da resposta fibrotica e expressao de genes pro-fibréticos na condicdo da estimulacéo
com bleomicina (Alcorn J, e cols., 2009). Estes achados claramente apontam para a

implicacdo de JNK em processos fisiopatologicos de carater fibrotico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Tendo como fato que a silicose € uma doenca grave e incapacitante, para a qual ndo ha
um tratamento eficaz, e que a JNK se coloca como um alvo terapéutico de relevancia, no
presente estudo investigamos o potencial efeito curativo do inibidor de INK SP600125 sobre

a resposta fibrética (fase cronica) da silicose experimental murina.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do tratamento com o inibidor de JNK SP600125 sobre a funcéo
pulmonar (resisténcia e elastancia) em camundongos silicoticos, 28 dias apds a

provocagdo com silica;

e Avaliar o efeito do tratamento com o inibidor de JNK SP600125 sobre alteracdes
morfologicas e depdsito de coldgeno no parénquima pulmonar de camundongos

silicéticos, 28 dias apos a provocacdo com silica;

e Analisar o efeito do tratamento com o inibidor de JNK SP600125 sobre a geracdo de
mediadores inflamatérios e profibroticos (quimiocinas e citocinas) no pulméo de

camundongos silicoticos, 28 dias apds a provocagdo com silica;

e Analisar o efeito do tratamento com o inibidor de JNK SP600125 sobre macrofagos e
miofibroblastos presentes no tecido pulmonar de camundongos silicéticos, 28 dias

apos a provocacgédo com silica;

e Avaliacdo dos niveis de JNK ativada (fosfo-JNK) no tecido pulmonar de

camundongos silicoticos, 28 dias ap0s a provocagdo com silica.
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4 MATERIAL e METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss-Webster machos (18-20g), provenientes do
Biotério Central da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos a temperatura
ambiente constante de 24 - 26°C e ciclo de claro e escuro de 12/12 h, com livre acesso a ragao
e agua. Todos os procedimentos experimentais aos quais 0s animais foram submetidos
encontram-se aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (licenca n®
0213-4).

4.2 Indugéo de silicose

Os animais foram submetidos & anestesia mediante aerossolizagdo de halotano
(Tanohalo) sendo em seguida submetidos a instilacdo por via intranasal de 10 mg silica
(SiOy), (tamanho de particula: 0,5 - 10 um) dissolvidos em 50 pl de solugéo salina estéril. Os

animais do grupo controle receberam igual volume de solu¢éo salina estéril.

4.3 Tratamento

Os animais foram tratados por via oral (v.0) com o composto inibidor de JNK
SP600125, na dose de 2 e 5 mg/Kg, dissolvido em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%). A
administracao foi uma vez ao dia, iniciando-se aos 21 dias ap0s a instilagdo da silica até o dia
27, com as andlises 24 h apds a altima administragdo do farmaco. Os animais do grupo
controle receberam igual volume do veiculo. As analises foram realizadas 28 dias ap06s a

instilacdo com silica.

4.4 Fungéo pulmonar
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Para os testes de mecanica respiratdria, os animais foram sedados com diazepam
(5mg/kg, i.p.), anestesiados com pentobarbital sédico (20mg/Kg, i.p.). Os animais foram
paralisados com brometo de pancurénio (1mg/Kg, i.v.) e ventilados mecanicamente com
fluxo e volume corrente constantes. Os animais foram posicionados em decubito dorsal e
realizada uma pequena incisdo na regido anterior do pescoco para introdugdo de uma céanula
que é conectada a um pneumotacdgrafo (Mortola & Noworaj, 1983). A mecanica respiratoria
foi analisada pelo método de oclusédo ao final da inspiracdo, que se baseia na insuflacdo do
sistema respiratorio, com fluxo aéreo constante, seguida de um répido fechamento da via
aérea ao final da inspiracdo. Foram avaliados os parametros de variagdo da pressdo total
(APtot) e as pressoes correspondentes as vias aéreas centrais (AP1) e periféricas (AP2) e

elastancia estatica (Est) pulmonar (Rocco P e col., 2003).

4.5 Obtencao de tecido pulmonar

Os animais foram sacrificados com pentobarbiatal sddico (500mg/Kg, i.p.), sendo
inserida uma canula no ventriculo esquerdo para realizacdo do procedimento de perfusdo com
solugéo de salina (0,9%) + EDTA 20 mM. O lobo esquerdo foi recuperado para posterior
processamento para a andlise histoldgica e o lobo direito foi retirado e mantido a -20 °C para

quantificacdo de mediadores inflamatérios no tecido pulmonar.

4.5.1 Anélise histoldgica

Apbs obtencdo do lobulo esquerdo, o mesmo foi imerso em solucdo de Milloning
(formol tamponado) para fixacdo. Procederam-se, em seguida, as etapas de desidratacdo com
concentracdes crescentes de etanol (70, 80 90 e 100%), clarificagdo em xilol e posterior
inclusdo em parafina. Os cortes foram confeccionados com o auxilio do microtomo (Leica —
RM2125RT), possuindo 5 pum de espessura. Por ultimo, o material foi submetido a coloragédo
com a utilizacdo dos seguintes corantes: i) Hematoxilina-Eosina (H&E) para visualizagdo dos
componentes pulmonares estruturais e ii) Picrus Sirius para visualizacdo de fibras colagenas.
As laminas foram analisadas em microscopio de luz (Olympus — U-TV1X), acoplado a uma
camera (Olympus Q Color 3 — 0044C-194) e a captura da imagem feita mediante o uso de um

“software” de analise (Q Capture).
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4.5.2 Analise morfométrica

A andlise quantitativa da &rea do parénquima pulmonar ocupado por nodulos
fibréticos foi realizada utilizando um reticulo morfométrico com 50 linhas e 100 pontos
(figura 4) acoplado a ocular do microscopio de luz (BX51, Olympus) (aumento de 200 x),
sendo avaliados um total de 20 campos/pulmao/animal. Os valores de pontos coincidentes
com os granulomas foram submetidos a tabelas para céalculo especifico das médias. Deste
calculada a area do tecido pulmonar ocupada por granulomas. Os valores foram expressos em

fracdo de granuloma (%).

Figura 4: Imagem do reticulo utilizado para analise morfométrica.

4.6 Analise imunohistoquimica

Apos a confecgdo das laminas, os cortes histoldgicos foram submetidos a
desparafinizacdo em xilol e hidratacdo dos tecidos, através de uma sequiéncia de etanol nas
respectivas concentragdes: 100%, 90%, 80% e 70%. Em seguida foi utilizada uma solugéo de
uréia (3M) para promover a recuperacdo antigénica tecidual. Posteriormente, as laminas
foram lavadas trés vezes com solucdo de TBS, por 10 minutos, realizado o inativagdo da
peroxidase enddgena com H,0O, 3% por 10 minutos, seguida pelo bloqueio de sitios
inespecificos com Tris-HCL + BSA 5 % por 1 hora. O material foi lavado por 5 minutos com
TBS e incubado com os anticorpos primarios: i) anti- a-SMA (1:400) ( A2547, Sigma, USA)
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e anti- F4/80 (1:100) (MCAP497, Serotec, USA), diluidos em Tris- HCL 0,05M ,e mantidos
por 12 horas a 4°C. Para o controle negativo foi feita omissdo do anticorpo primério, sendo
entdo utilizada solucdo de Tris-HCI 0,05 M. Depois do periodo de incubacédo, foram feitas
duas lavagens com TBS e feita incubacdo com os anticorpos secundarios (1:80) anti-lgG HRP
(anti-lgG de camundongo (HAF007, R&D, USA) e anti-lgG de cabra (STAT72, Serotec,
USA) diluidos em Tris-HCI. A revelacdo da atividade da peroxidase foi realizada utilizando-
se aminoetilcarbazol (AEC) e do substrato H,O,, por cerca de 10 minutos. As laminas foram
preparadas utilizando-se o meio de gelatina-glicerina e as andalises foram realizadas por meio
de um microscépio de luz, acoplado a uma cdmera de video conforme descrito no item 3.5.1.
A quantificagdo de pixel foi feita através do “software” Image Pro-plus, sendo os valores

expressos por pixel/pm?.

4.7 Andlise quantitativa do colageno pulmonar

O contetdo de colageno presente no tecido pulmonar foi analisado por meio de uma
reacdo colorimétrica utilizando a técnica de Sircoll (Biocolor, UK). O tecido pulmonar foi
macerado em uma solugéo de Tris 0,05M + NaCl 1M, e mantido por 18 horas a 4°C.
Posteriormente, o material foi submetido a centrifugacdo de 10.000 x g por 1 hora a 4°C,
retirada uma aliquota do sobrenadante e feita adicdo do reagente Sirius Red. Ap6s 30 minutos
de reag¢do, o material foi novamente centrifugado, o sobrenadante descartado e o “pellet”
ressuspendido adicionado ao reagente Alkalin, por 10 minutos. As amostras foram colocadas
em placas de 96 pocos e a absorbancia determinada em 540 nm e o resultado foi expresso em

ug de colageno/ pulmao direito.

4.8 Quantificacédo de citocinas e quimiocinas por ELISA

O tecido pulmonar foi processado mediante homogeneizagdo em 1 ml de PBS
contendo um coquetel de inibidores de proteases (Hoffman-La Roche Ltda,Basel, Suiga), e
em seguida centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante recuperado para anélise
da geracdo de mediadores inflamatorios.

A geracéo de citocinas (TNF-o e TGF-B) e quimiocinas (MCP-1 e KC) foi analisada
através da técnica de “enzyme-Lynked Immunosorbent Assay” (ELISA). Para recobrir a placa
de 96 pogos foi utilizado um anticorpo capturador (de acordo com o indicado pelo kit),

processo feito por 18 horas a temperatura ambiente. A placa foi lavada em tampao “Coat



31

Buffer” e bloqueada com PBS-BSA 1% (250ul por pogo), permanecendo em contato como
anticorpo capturador durante 1 hora. Apds esta incubacdo ocorreu uma lavagem, seguida da
aplicacdo das amostras e dos padrées com diluicdo seriada nas concentracdes indicadas nos
kits (R&D Systems), permanecendo durante 18 horas na temperatura de 4° C. A placa foi,
entdo, lavada com tampao “Assay Buffer” para posterior adigdo do anticorpo de detecgéo,
permanecendo incubado por 1 hora. Apés esse tempo, a placa foi novamente lavada com o
respectivo tampéo e adicionou-se a enzima (estreptoavidina porl hora). O substrato (K-Blue)
foi adicionado e a reacdo interrompida com H,SO,4 (0,19M). A leitura da placa (450 nm) foi
realizada com a utilizacdo de um espectrofotometro (Versamax-Molecular Devices). Os
resultados obtidos foram expressos por pg/pulméo direito.

4.9 Western blot

O tecido pulmonar foi processado conforme descrito no item 6.8 e realizada a
quantificacdo de proteinas através do metodo de Bradford (Bradford, 1976), de acordo com as
instrugbes do fabricante (Bio-Rad cat: 500-0203). As amostras, foi adicionado tampéo
concentrado, seguido de aquecimento a 100° C por 3 minutos. O volume de extrato
correspondente a 30 pg de proteinas foi submetido a eletroforese em gel com 12% de
poliacrilamida (SDS-PAGE), utilizando-se tampdo de corrida, a 150 V/50 mA por
aproximadamente 1 hora. As proteinas separadas foram eletroforeticamente transferidas do
gel para uma membrana de nitrocelulose PVDF (Hybond C), em sistema de cuba de
transferéncia “semi-dry” (BIO-RAD) por 1 hora a 15 V/328 mA. Para bloqueio das ligagdes
ndo-especificas, as membranas foram tratadas com BSA 2% por 45 minutos a temperatura
ambiente e incubadas com anticorpo anti-fosfo-JNK (1:10000; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) a 4°C por 12 horas. Ap6s 3 lavagens sucessivas com T-PBS, as membranas
foram incubadas com anticorpo secundario especifico, conjugado a biotina, por 1 hora a
temperatura ambiente. Ap6s 3 lavagens sucessivas com T-PBS, as membranas foram
incubadas com estreptavidina conjugada & peroxidase numa diluicdo de 1:10000 (Zymed). A
marcacdo foi revelada por ECL (Pierce — Thermo Scientific, Rockford, USA). As diferentes
bandas foram analisadas por densitometria usando Scion Image Software (Scion Co., MD,
USA).
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4.10Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados estatisticamente através de analise de variancia (ANOVA), seguida de teste de
comparacdo 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 J, 1996).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento com inibidor de JNK SP 600125 sobre as alteracgdes

morfologicas pulmonares de camundongos silicoticos

Através da andlise histopatoldgica vimos que os animais controle apresentaram uma
arquitetura pulmonar normal com vias areas bem preservadas, assim como 0s septos e sacos
alveolares claramente identificados (Fig. 5A). Apds a instilacdo de silica, observamos uma
marcada alteracdo no parénquima pulmonar destes animais, onde foi vista a presenca de
infiltrado inflamatdrio intenso e uma resposta fibrética acentuada com presenca de
granulomas (Fig. 5B). O tratamento curativo dos animais silicoticos com o inibidor
SP600125, nas doses de 2 e 5 mg/kg, foi eficaz em reduzir significativamente o infiltrado
inflamatorio tecidual, assim como o numero e tamanho da &rea dos granulomas em
comparacao aos animais silicéticos (Fig. 1C e 1D, respectivamente). A analise morfométrica,
nos permitiu verificar que o aumento do percentual de area pulmonar ocupada por granulomas
nos animais silicoticos, foi significativamente reduzido apos tratamento com o composto
SP600125 em ambas as doses testadas (Fig. 6).

Na seqléncia, passamos a avaliar o conteudo de fibras coladgenas, um componente
importante da matriz extracelular e de relevancia no contexto da fibrose (Terra-FilhoM,
2006), sendo para tanto foi utilizada a coloracdo com Picrus Sirius. Observamos a presenca de
um deposito basal de fibras coldgenas no parénquima pulmonar, principalmente ao redor de
vasos sanguineos e bronquiolos, no caso dos animais controle (Fig. 7A). Na condicdo dos
animais silicoticos, verificamos um marcado aumento no tempo de 28 dias, 0 que corresponde
a fase de resposta fibrotica mais acentuada da doenca, (Fig. 7B). O tratamento com o
composto SP600125 mostrou-se apto a inibir significativamente o componente fibrético do
quadro silicotico (Fig. 7C e 7D). Como podemos observar na figura 8, a analise quantitativa
do conteudo de colageno confirmou os achados histologicos, mostrando claramente um
aumento no contetdo de colageno no pulmédo dos animais silicéticos e que o tratamento
mostrou-se eficaz em suprimir esta resposta. Considerando-se que o efeito inibitério das duas
doses testadas do composto SP600125 foi de intensidade equivalente, nas etapas subseqtientes
optamos por utilizar apenas a dose de 5 mg/Kg.
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Figura 5. Efeito do tratamento com inibidor de JNK SP600125 sobre as alteracfes
morfoldgicas no pulméo de camundongos silicoticos
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Legenda: Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica, (C) silica + SP600125 (2 mg/Kg) e (D) silica + SP600125 (
5mg/Kg). As analises foram realizadas 28 dias ap0s a estimulagdo com silica intranasal (10mg). Os
pulmdes foram processados, os cortes histologicos (5 um) corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e
as imagens capturadas e analisadas em microscopio de luz. As barras correspondem a 100 pm. Os
resultados representam média + erro padréo da média (n=5). * P<0,05 comparado com o grupo silica.
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Figura 6: Efeito do tratamento com inibidor de JNK SP600125 sobre as alteragdes
morfolégicas no pulm&o de camundongos silicéticos
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Legenda: Os grupos incluem: silica, silica + SP600125 (2 mg/Kg) e silica + SP600125 (5mg/Kg). As analises
foram realizadas 28 dias ap6s a estimulagdo com silica intranasal (10mg). Analise quantitativa da area

do pulméo ocupada por granulomas (%). Os resultados representam média + erro padrdo da média
(n=5). * P<0,05 comparado com o grupo silica.
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Figura 7: Efeito do tratamento com inibidor de JNK SP600125 sobre as alteracdes

morfoldgicas no pulméo de camundongos silicoticos

Legenda:Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica, (C) silica + SP 600125 (2m/Kg) e (D) silica + SP 600125
(5mg/Kg). As anélises foram realizadas 28 dias ap6s a estimulacdo com silica intranasal (10mg). Os
pulmdes foram processados, os cortes histoldgicos corados com Picro sirius e as imagens capturadas e
analisadas em microscépio de luz. As barras correspondem a 100 um. Os resultados representam
média + erro padrdo da média (n=5). +p<0,01 comparado com o grupo salina,*p<0,05 comparado ao
grupo silica.
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Figura 8: Efeito do tratamento com inibidor de JINK SP600125 sobre o conteido de colageno

no pulmé&o de camundongos silicoticos
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Legenda: Os grupos incluem: salina, silica, silica + SP600125 (2 mg/Kg) e silica + SP600125 (5mg/Kg). As
analises foram realizadas 28 dias ap0s a estimulagdo com silica intranasal (10mg). Os resultados
representam média + erro padrdo da média (n= 5). +p<0,01 comparado com o grupo salina,*p<0,05
comparado ao grupo silica.

5.2 Efeito do tratamento com inibidor de JNK SP 600125 sobre a funcao pulmonar de

camundongos silicdticos

Tendo em vista que a silicose € uma doenca pulmonar cronica e que acarreta em uma
grave alteracdo no quadro respiratorio (Castranova V e Vallyathan V, 2000), como préximo
passo, realizamos a analise da mecanica respiratoria de camundongos silicéticos. Os
parametros avaliados constaram de resisténcia de vias aéreas, que foi obtida através das
variacoes das pressoes resistivas AP1 (relacionado a vias aéreas centrais); AP2 (relacionado a
vias aéreas periféricas) e APtot (soma das duas pressdes, APtot= AP1 + AP2), e elastancia
pulmonar, avaliados 28 dias ap06s a inducédo de silica. Verificamos que os animais silicoticos
apresentaram um aumento da elastancia pulmonar quando comparados aos animais controle
(salina) (Fig 9A). Observamos também um aumento significativo das variacfes das pressoes

resistivas APtot (Fig. 9B), AP1 (Fig. 9B), AP2 (Fig. 9C) e nos animais silicoticos em relacdo
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ao grupo controle. Ao analisarmos a funcao respiratoria dos animais tratados com o inibidor
de JNK, SP600125, observamos uma clara redugdo significativa tanto nos parametros

resistivos quanto na elastancia pulmonar nos animais silicoticos (Fig. 9).

Figura 9: Efeito do tratamento com inibidor de JNK SP600125 (5 mg/Kg) sobre a funcao

pulmonar de camundongos silicéticos
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Legenda:As analises de elastidncia (A), APTot (B), AP1 (C) e AP2 (D) foram realizadas 28 dias apds a
estimulacdo com silica por via intranasal (10 mg). Os resultados foram expressos como a média + erro
padrdo da média de no minimo 5 animais. + p< 0,05 comparado ao grupo salina; * p<0,05 comparado
ao grupo silica.
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5.3 Efeito do tratamento com inibidor de JNK SP 600125 sobre a gerac¢éo de mediadores

inflamatorios no pulmao de camundongos silicéticos

Ja é bem descrito na literatura, que diversos sao 0os mediadores que ajudam a montar
efetivamente a resposta inflamatoria observada na silicose, incluindo-se dentre estes, tanto
quimiocinas como citocinas (Haux F, 2007; Hocevar B, e cols.,1999). Como primeira analise,
verificamos que as quimiocinas MCP-1 (Fig. 10 A) e KC (Fig. 10 B) apresentaram-se em
niveis aumentados no pulmao de camundongos silicéticos, assim como as citocinas pro-
fibréticas TNF-a. (Fig. 10 C) e TGF-B (Fig. 10 D). Na condigéo do tratamento com o inibidor
SP600125 foi evidenciada inibicdo na geracdo da quimiocina KC (Fig. 10 A), porém ndo da
MCP-1 (Fig. 10 B), enquanto que as citocinas TNF-a. e TGF-3 mostram-se ambas sensiveis

ao tratamento com o farmaco (Fig. 10 C e 10 D, respectivamente).
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Figura 10: Efeito do tratamento com inibidor de JNK SP600125 5 mg/Kg sobre a geragédo de

mediadores inflamatdrios no pulmé&o de animais silicoticos

2000+

o) + 2000-

= A = B + 1 Salina
- x -
T 1500- g 1500- . S[I!ca
S =) Silica + SP600125
£ 8

51000— £ 1000

> o

3 ~

—  500- g 5004 T

[a

o g

S ol 0

S 1500- + <1000

T C = D +

5 = 800-

8 1000 S *

E £ 600

2 a

2 500- g 4007

N _I_ N

3 @ 2001 —

L L

L O

0 = 0

Legenda:As andlises incluem: quimiocinas: MCP-1 (A) e KC (B) e citocinas: TNF-o (C) e TGF-B (D) e. 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=5). +p<0,01 comparado ao grupo instilado
com salina, *p<0,01 comparado ao grupo instilado com silica.
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5.4 Efeito do tratamento com inibidor de JINK SP 600125 sobre a expressao de F4/80 e a-

SMA no pulmé&o de camundongos silicoticos

Buscando caracterizar as possiveis células alvos para o processo fibrotico disparado
por particulas de silica, passamos a andlise da presenca de células como macrofagos e
fibroblastos nos pulmdes dos animais silicéticos. Para isto foi utilizada a técnica de
imunohistoquimica, sendo realizada a identificacdo da expressdo de F4/80 um reconhecido
marcador de macrdfagos ativados e a-SMA que é uma proteina expressa por miofibroblastos
diferenciados. Inicialmente vimos que os pulmdes dos animais controle apresentaram
marcagdo praticamente inexistente, tanto para F4/80 (Fig. 11A) como para a a-SMA (Figura
12A), conforme esperado. Em camundongos estimulados com silica, foi observada uma
marcacdo bastante intensa, visto tanto em F4/80 (Fig. 11B) quanto em a-SMA (Fig. 12C),
principalmente no interior do granulomas. Apds o tratamento com o inibidor de JNK,
SP600125, vimos uma clara reducdo da marcacdo no pulmao dos animais silicéticos em
ambas as analises realizadas. Para confirmar estes dados, fizemos entdo uma analise
quantitativa realizada mediante contagem de “pixel” que corroborou com os nossos achados
prévios, mostrando que o inibidor SP600125 foi eficiente em reduzir a presenca de
macrofagos (Fig. 11D) e de miofibroblastos (Fig. 12D) no tecido pulmonar de camundongos

instilados com silica.
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Figura 11: Efeito do tratamento com o inibidor de JNK SP600125 (5 mg/Kg) sobre a

expressao de F4/80 no pulméo de camundongos silicéticos
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Legenda: Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica, (C) silica+SP600125. Os pulmdes foram processados, 0s
cortes histolégicos utilizados para imunohistoquimica e as imagens capturadas e analisadas em
microscépio de luz. (D) indica o quantitativo de pixel/um? (anélise através do software - Image Pro
Plus 4.0). As figuras inseridas representam o controle negativo do ensaio, ou seja, sem a adi¢do do
anticorpo primario. As barras correspondem a 100 um. Os resultados representam média + erro

padrdo da média (n= 5). +p<0,05 comparado com o grupo salina. *p<0,05 comparado com 0 grupo
silica.
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Figura 12: Efeito do tratamento com o inibidor de JNK SP600125 (5mg/Kg) sobre a

expressdo de a-actina de musculo liso (a-SMA) no pulmé&o de camundongos silicéticos
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Legenda: Os grupos incluem: (A) salina, (B) silica, (C) silica+SP600125. Os pulmdes foram processados, 0s
cortes histolégicos utilizados para imunohistoquimica e as imagens capturadas e analisadas em
microscépio de luz. (D) indica o quantitativo de pixel/um? (Anélise através do software - Image Pro
Plus 4.0). As figuras inseridas representam o controle negativo do ensaio, ou seja, sem a adi¢do do
anticorpo primario. As barras correspondem a 100 pum. Os resultados representam média + erro
padrdo da média (n= 5). +p<0,05 comparado com o grupo salina. *p<0,05 comparado com o grupo
silica.
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5.5 Efeito do tratamento com inibidor de JNK SP 600125 sobre a expressédo de JNK no

pulmé&o de camundongos silicoticos

Tomando por base que o composto SP600125 possui reconhecida acédo inibitdria sobre
a enzima JNK (Bogoyevitch M, 2008), nesta etapa do trabalho estivemos interessados em
avaliar o efeito do referido composto sobre a expressdo da enzima JNK na sua condigéo
fosforilada, ja que esta corresponde a sua forma ativada. Inicialmente foi realizada uma
cinética e identificada a presenca de fosfo-JNK apenas no tempo de 28 dias apos a instilacdo
de silica (dados ndo mostrados). Dando continuidade ao estudo, conforme pode ser observado
na Figura 13, em camundongos controles (instilados com salina), verificou-se a presenca de
uma expressao bastante ténue de fosfo-JNK, enquanto que nos animais silicéticos ha uma
expressdo bastante acentuada desta enzima. Na condicdo do tratamento com o inibidor
SP600125, em sua maior dose, foi observada uma redugdo significativa na banda
correspondente a fosfo-JNK (Fig. 13).
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Figura 13: Efeito do tratamento com o inibidor de JNK SP600125 (5 mg/Kg) sobre a

expressao de fosfo-JNK (p-JNK) total no pulméao de camundongos silicoticos
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Legenda: As andlises foram realizadas 28 dias ap06s a estimulagdo com silica intranasal (10mg). Os resultados

representam média + erro padrdo da média (n=5). + p< 0,05 comparado ao grupo salina; * p<0,05
comparado ao grupo silica.
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6 DISCUSSAO

A silicose € uma doenca causada pela exposicao a particulas de silica livre e cristalina,
associada a varias atividades ocupacionais, sendo considerada de carater severo em funcéo do
grau de incapacitacdo temporaria ou permanente que causa (Fubini B, e cols., 2003). Muito
embora exista uma legislacdo que regula procedimentos preventivos, ainda é elevado o
numero de oObitos decorrente desta doenca em todo o mundo. Esta situacdo fica ainda mais
grave guando se considera a inexisténcia de um tratamento eficaz até o presente momento
(Castranova V e cols., 2001; Craighead J, e cols., 1998; Green F e cols., 1996). Neste sentido
varios grupos de pesquisadores tém destinado seus estudos no sentido de buscar a
identificacdo de compostos antifibréticos como opcgdes terapéuticas para o tratamento da
silicose.

Dentro deste contexto, com vistas a melhor compreender a patogenia da doenca, varios
modelos de silicose experimental foram desenvolvidos em pequenos roedores, incluindo-se
sistema de inducdo via aerossol ou injecdo intratraqueal. Muito embora ambos tenham
reproduzido varios sinais da doenca humana, alguns pontos devem ser considerados. No
primeiro caso, 0s animais sdo submetidos a exposicao a silica por um periodo de cerca 6 horas
por dia, 5 dias por semana por até 2 meses, 0 que claramente requer um tempo longo de
experimentacdo e uma infra-estrutura especial (Hubbard A, e cols., 2001; Porter D,e cols.,
2004). No segundo caso, a inducdo se da mediante uma pequena cirurgia na qual ha exposicao
da traquéia do animal, sendo a silica introduzida através de uma seringa. E um processo
invasivo e como tal pode trazer problemas secundarios, além da limitacdo da administracdo de
drogas por periodos prolongados.

Com base nas observagdes acima, nosso laboratorio optou por desenvolver um modelo
de inducdo de silicose ndo invasivo que nos permitisse avaliar o efeito de farmacos de forma
curativa e por periodos mais extensos. Neste sentido, utilizamos a instilagdo intranasal como
via de escolha, sendo os animais submetidos a rapido processo de anestesia seguido da
instilacdo de 10 mg de silica diluidos em 50 pl de salina. Nestas condigdes, foram testadas
trés cepas de camundongos que incluiram nédo isogénicos Swiss-Webster e isogénicos Balb/c
e C57BI 6 (dados ndo mostrados). Todas responderam de forma a reproduzir uma lesdo
extensa e difusa no parénquima pulmonar e formacéo de granulomas, com comprometimento
principalmente do terco medio e apice dos pulmdes. Considerando-se que os camundongos
Swiss-Webster sdo ndo isogénicos, achamos que poderiam reproduzir melhor a variabilidade

de resposta verificada em humanos, sendo, portanto os animais de escolha em estudos futuros.
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Desta forma, no presente trabalho fizemos uso do modelo néo invasivo de silicose,
quando foram avaliados alguns sinais importantes da doenca como perda de peso,
comprometimento da funcdo pulmonar, reacdo inflamatdria, formacéo de nodulos fibroticos e
deposicdo de colageno dentre outros (Greenberg M., e cols., 2007).

Durante o estabelecimento do processo inflamatério, determinado pelo contato das
particulas de silica com as células presentes no ambiente pulmonar, procede-se a etapa de
ativacdo celular que implica em inimeras cascatas de ativacdo celular de forma permitir a
perpetuacdo do estimulo e consequente transducéo do sinal intracelularmente. Neste contexto,
de forma dependente do tipo e intensidade de estimulo, encontram-se as MAP quinases, que
compdem uma superfamilia de enzimas, cuja funcdo principal é fosforilar residuos de
aminoacidos especificos de forma a permitir a ativacdo em cascata que culmina com
fosforilacdo/ativacdo de fatores de transcricdo e subseqiiente geracdo de mediadores
inflamatorios protéicos (Karin M, 1995). A familia das MAP quinases possui trés principais
subgrupos, com especial destaque sendo dado a JNK neste trabalho. De fato, evidéncias
preliminares foram obtidas indicativas da implicacdo desta quinase em doencas inflamatorias
como asma brdnquica, artrite reumatdide e doencas neurodegenerativas (Utsugui M, e col.,
2003; Adckoc 1,. e cols., 2006; Thalhamer T, e cols., 2008). Além disso, de forma
extremamente interessante, a utilizag&o de inibidores desta enzima mostraram-se aptos a inibir
a funcionalidade de fibroblastos in vitro e reduzir a resposta fibrética in vivo (Kahil N,e cols.,
2005; Blease K, e cols., 2003).

Para desenvolvimento deste estudo, fizemos uso do composto SP600125, um dos
primeiros inibidores desenvolvidos e para o qual ja hd varios estudos comprovando sua
atividade inibitdria sobre a enzima JNK (Bennett B. 2006). Foram utilizadas as doses de 2 e 5
mg/Kg, administradas por via oral no periodo do dia 21 a 27, com analise feita 24 h ap6s a
ultima dose. A escolha deste esquema de tratamento deu-se em funcdo da busca por uma
proximidade com a condicdo verificada na clinica, uma vez que quando 0s pacientes
procuram assisténcia médica, o estado de comprometimento pulmonar com a presenca de
nodulos granulomatosos é evidente.

Em nosso estudo, foi verificado que os camundongos Swiss-Webster silicéticos
apresentaram um marcado infiltrado inflamatdrio no tecido pulmonar, caracterizado na fase
crénica pela presenca de nodulos caracteristicos da silicose humana, coalescentes, possuindo
acumulo de células internamente e grande deposicdo de fibras colagenas. Estes resultados
encontram respaldo em dados da literatura que descrevem a ocorréncia de um processo

inflamatdrio persistente, proliferacdo de fibroblastos e deposicdo excessiva de colageno
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resultando na formacdo de nodulos no pulméo (Thakur S, e cols., 2009). Na condigdo do
tratamento dos animais com o inibidor de JNK SP600125, em ambas as doses testadas e de
forma equivalente, verificamos uma reducdo no infiltrado inflamatorio, presenca de regido
septal menos espessa e clara reducdo no nimero e tamanho dos granulomas. Este efeito
claramente refletiu-se quando da analise quantitativa que revelou uma diminuicdo da area de
parénquima pulmonar ocupada por granulomas. De forma coerente, observamos que tanto
através da avaliacdo morfologica em cortes histologicos corados com picrus sirius, ou pela
analise quantitativa dos niveis de coladgeno pelo Sircol, detectamos uma marcada reducdo no
contetido de colageno presente no pulmao dos animais silicéticos tratados com SP 600125 em
comparacdo com os silicéticos ndo tratados. Estes nossos achados estdo em acordo com
observacOes da literatura, onde foi descrito o efeito supressor do inibidor de JNK sobre o
quadro de infiltrado leucocitario associado a estimulacdo pulmonar por alérgeno ou LPS
(Arndt P, e cols.,2005; Eynott P e cols., 2004), além da resposta fibrética detectada na
condicéo de desafio com bleomicina ( Blease K, e cols., 2003 ).

De forma bastante interessante e original, vimos através de microscopia de luz
polarizada a presenca de particulas de silica que se mostram refringentes, apresentando tom
azulado brilhante, o que nos permite analisar quantitativamente a presenca das particulas no
parénquima pulmonar (dados ndo mostrados). Verificamos na condi¢cdo da silicose, a
existéncia de acumulado de particulas principalmente na regido de granuloma, embora
algumas pudessem ser detectadas dispersas na regido do parénquima pulmonar. A andlise dos
pulmdes dos camundongos silicoticos tratado com SP600125 revelou uma reducdo marcada
no quantitativo de particulas de silica presentes na regido de granuloma no pulmao. Esta €
uma analise original, embora preliminar, que nos fornece subsidios para melhor compreender
0 mecanismo de acdo de compostos com o potencial antifibrotico. Uma possivel hipotese para
explicar este fendmeno seria o favorecimento do “clerance” das particulas de silica do tecido
pulmonar para 6rgdo linféides periféricos via o sistema linfatico de drenagem pulmonar.
Dados previos indicam que a presenca de particulas de em linfonodos de ratos silicéticos, 60
dias apds a estimulacdo com silica (Porter D e cols., 2004). Estudos mais adicionais
encontram-se em andamento de forma podermos melhor caracterizar este fen6meno.

Anteriormente foi descrito por Faffe e cols. (2001), atraves da analise da mecéanica
tecidual de pulmdes silicoticos, a existéncia de um aumento significativo da resisténcia
tecidual em relacdo a dos animais controle. O aumento de AP1, L (relacionado com vias

aéreas centrais) parece estar mais relacionado com o infiltrado inflamatorio encontrado
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principalmente ao redor dos bronquios. Aumento na elastancia dinamica (E dyn) reflete claro
comprometimento da regido periférica correspondente ao parénquima pulmonar.

Neste sentido, na etapa seguinte investigamos a potencial correlacdo entre a melhora
verificada no quadro de fibrose dos animais silicoticos submetidos ao tratamento com o
composto SP600125 e o comprometimento da fungéo pulmonar. VVale mencionar que uma vez
que ambas as doses testadas produziram efeito inibitério de igual intensidade, optamos pela
utilizacdo da dose de 5 mg/Kg para 0s ensaios posteriores. Apesar de ser a dose mais alta, é
interessante comentar que esta dose e bem inferior aquela utilizada em outros modelos
experimentais de inflamagéo, qual seja, 30 mg/Kg.

Inicialmente confirmamos dados de literatura que demonstram que camundongos
silicticos apresentaram um aumento significativo na pressao das variagdes resistivas em AP1
(vias aéreas centrais), AP2 (vias aéreas periféricas) e AP tot (soma das duas pressdes, APtot =
AP1 + AP2), fenbmeno este que se mostrou associado ao comprometimento do parénquima
pulmonar decorrente da liberacdo de mediadores pro-inflamatorios no pulméo. No caso da
elastancia pulmonar, observamos igualmente um aumento significativo em animais silicoticos
em comparagdo aos normais. Analisando, entdo, os animais silicéticos submetidos ao
tratamento com SP600125 (5 mg/Kg), vimos uma reducdo significativa dos parametros
avaliados de resisténcia e de elastancia pulmonares, relacionado com a diminuicdo do
infiltrado inflamato6rio, a formacdo de nddulos silicéticos no parénquima pulmonar e a
diminuicdo do depdsito de fibras colagenas. De forma interessante, achados de literatura
comprovaram a capacidade do inibidor SP600125 em regular negativamente a resposta de
hiperreatividade bronquica verificada na condicdo da asma brénguica experimental murina
(Eynott P, e cols., 2004).

Como préximo passo, buscamos esclarecer o mecanismo envolvido no efeito inibitério
associado ao composto SP600125. Mediadores inflamat6rios como quimiocinas e citocinas
sdo produzidas por macrofagos alveolares e células estruturais (epitelial e fibroblastos), e
estdo diretamente implicadas na cascata de eventos de levam ao desenvolvimento da fibrose
pulmonar (Adcock I, e cols.,2006). Ja foi demonstrado que na silicose, fatores fibréticos
promovem o acumulo de matriz extracelular tanto por aumentar a sintese de colageno e
fibronectina, quanto por inibir a degradacdo da matriz extracelular pela diminuicdo da
secrecdo de proteases e/ou aumento da secrecdo de inibidores de proteases (Jagirdar J.e
cols.,1996). Neste trabalho, focamos nossa atencdo em mediadores como quimiocinas e
citocinas. No primeiro caso, analisamos 0s niveis da quimiocina que atuam regulando a

transmigracdo de leucdcitos para o compartimento alveolar e intersticio pulmonar em
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processos inflamatérios (Charo | e Ransohoff R, 2006) como KC, que atua no recrutamento
de polimorfonucleares neutrofilos. Analisamos, também, geracdo de MCP-1, uma quimiocina
associada a processo fibraticos.

Verificamos que ambas apresentaram niveis aumentados no pulmdo dos animais
silicéticos, sendo que apenas a geracdo de KC foi inibida pelo composto. Quanto as citocinas,
demos destaque a dois reconhecidos fatores com propriedades profibroticas, TNF-o. e TGF-R,
verificando que o aumento nos niveis de ambos foi sensivel ao tratamento com o inibidor
SP600125. Em conjunto, estes resultados indicam que o efeito inibitério do SP600125 sobre a
resposta fibrética no pulméo silicético, poderia ser pelo menos em parte devida a sua
atividade supressora sobre quimiocinas e citocinas. Estes dados confirmam achados de
literatura que demonstraram a propriedade de inibidores de JNK em inibir a producdo de
TGF-B e deposicdo de colageno no processo fibrético desencadeado pela bleomicina (Lee H e
cols.,2004). Mais ainda, inibidores de JNK, porém nao de p38 e ERKS, se mostraram ativos
em inibir a ativacdo de fibroblastos por TGF- (Utsuki M, e cols., 2003), reforcando a
relevancia da JNK para processos nos quais ha envolvimento de fibroblastos. Em conjunto,
estes dados suportam fortemente o potencial terapéutico de inibidores seletivos de JNK na
condicdo de fibrose.

No processo de fibrose pulmonar, duas células alvos se destacam, a saber: macréfagos
e fibroblastos. Os macréfagos alveolares tém um importante papel na fagocitose das particulas
de silica induzindo ao processo inflamatério por meio da geracdo de mediadores e ROS e
RNS, sdo células com grande capacidade fagocitica, reconhecimento e “clerance”. A
interacdo entre os macrofagos e as particulas de silica cristalina determina a ocorréncia de
uma cascata de eventos que em muito contribuem para o desenvolvimento de resposta
fibrética (Takur S, e cols., 2009). A JNK €é uma proteina com um importante papel na
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose, e ja foi visto que o uso de inibidores desta enzima,
podem seletivamente bloquear fungdes como proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de
macrofagos murinos (Himes S, e cols., 2006). Desta forma, na busca por potenciais alvos
terapéuticos, fizemos uso de um anticorpo que reconhece antigeno de superficie F4/80,
caracteristicamente presente em macrofagos. Por meio de técnica de imunohistoquimica,
verificamos uma intensa expressdo de F4/80 no tecido pulmonar de camundongos silicéticos
em comparagdo com aquele dos animais normais. No grupo que recebeu tratamento com o
inibidor SP600125, notamos uma reducéo significativa em relacdo ao grupo apenas silicotico,

fato este confirmado quando da analise quantitativa em pixels. Estes resultados sugerem
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fortemente que a regulacdo negativa sobre a populacdo macrofagica poderia contribuir para o
efeito supressor do composto SP 600125 na silicose.

Os fibroblastos sdo importantes células estruturais constituintes do tecido conjuntivo,
presente de forma abundante no tecido pulmonar e vias aéreas (Phan S.,2008). Possuem um
importante papel na fibrose pulmonar de forma que, quando ativados sdo capazes de
apresentar modificagdo fenotipica, quando passam a expressar a proteina a-actina de musculo
liso (0-SMA), sendo entdo denominados de miofibroblastos. Estes ultimos possuem
participacdo crucial em lesdes fibroticas uma vez que apresentam resposta proliferativa
aumenta do aumento na capacidade de secrecdo de componentes de matriz extracelular como
coladgeno do tipo I, de citocinas inflamatérias e fibrogénicas (Phan S., 2008) Avaliamos,
também, por meio da técnica de imunohistoquimica a expressao da proteina a-SMA no tecido
pulmonar silicotico. Foi observado que os animais silicéticos apresentaram uma intensa
marcagdo para esta proteina em relagcdo aos animais controles. Na condi¢do do tratamento
com o inibidor SP600125, foi detectada uma marcada reducdo na expressdo de a-SMA em
comparacdo com aqguela do grupo controle, fendmeno este indicativo de que fibroblastos
parecem também constituir alvos terapéuticos relevantes para o efeito supressor do inibidor de
JNK na silicose. Outros estudos utilizando sistema de células isoladas in vitro encontram-se
em andamento de forma a investigar de forma mais aprofundada o efeito supressor do
composto sobre macrdfagos e fibroblastos pulmonares.

Por ultimo, avaliamos a ativacdo da proteina JNK através de ensaio de western blot,
guando foram verificados niveis da forma fosforilada da enzima (fosfo-JNK). Para tanto,
inicialmente, foi realizado um ensaio de cinética de expressdo de JNK no pulmdo de
camundongos silicoticos, quando observamos claro aumento da fosfo-JNK aos 28 dias pés-
silica em comparacdo com os valores observados no caso dos animais controles, instilados
com salina (dados ndo mostrados). A avaliacdo do pulmédo de camundongos silicoticos
tratados com o inibidor de JNK revelou uma expressiva inibicdo da forma ativa desta MAPK

nos animais silicoticos, reforcando a implicacdo desta quinase no processo silicético.
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CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que:
1. A administracdo curativa do inibidor de JNK, SP 600125, nas doses de 2 e 5 mg/Kg,
foi capaz de inibir o componente fibrotico do quadro silicotico em camundongos, no
tempo de 28 dias, conforme atestado pela marcada diminuicéo da area de parénquima

pulmonar ocupada por granulomas e do contetido de colageno produzido;

2. As alteracBes da mecanica pulmonar associadas a silicose, incluindo tanto aumento na
resisténcia como na elastancia, foram igualmente suprimidas na condi¢do do

tratamento com o composto SP600125;

3. A geracdo de fatores inflamatdrios no tecido pulmonar incluindo a quimiocina KC,
porém ndo a MCP-1, e de fatores profibroticos TNF-o ¢ TGF-B foi inibida pelo
SP600125;

4. A presenca de macréfagos e miofibroblastos no pulmdo dos animais silicéticos,
identificados através dos marcadores F 4/80 e a-SMA, respectivamente, foi sensivel

ao tratamento com SP 600125;

5. O aumento nos niveis de fosfo-JNK no parénquima pulmonar, verificado 28 dias ap6s
a provocacdo com a silica, mostrou-se significantemente suprimido pelo composto SP
600125;

Tomados em conjunto, nossos achados mostram que o inibidor de JNK SP 600125 foi capaz
de modular negativamente o quadro de resposta fibrdtica verificado na condigdo da silicose,
sugerindo fortemente que o uso desta classe farmacoldgica pode ser considerada como uma
estratégia terapéutica inovadora a ser aplicada em casos doencas inflamatorias de natureza

fibrotica.
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