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RESUMO

Efeito do derivado N-acilidrazénico LASSBi0-897 sobre a resposta
inflamatdria pulmonar na asma e silicose experimentais

Doencgas pulmonares cronicas, como a asma e a silicose, sdo caracterizadas
por inflamacé&o das vias aéreas e fibrose que levam a marcada deterioracédo da
funcdo pulmonar. O objetivo da presente tese € investigar o impacto das
propriedades anti-inflamatorias e antifibréticas do composto LASSBio-897 na
asma e silicose experimental. Utilizaram-se metodologias diversas, incluindo a
quantificacdo da reatividade de vias aéreas por pletismografia barométrica,
além da quantificacdo do teor tecidual de mediadores inflamatérios por ELISA e
do infiltrado celular pulmonar com técnicas de histologia e imunohistoquimica.
Foram ainda quantificados a producdo de citocinas por fibroblastos e
macréfagos “in vitro”. O tratamento oral profilatico com LASSBio-897 (2 e 5
mg/kg) preveniu a instalagdo do quadro de hiper-reatividade bronquica, o
infiltrado celular e a geracdo de citocinas pro-inflamatorias em modelos de
asma aguda em camundongos. Por outro lado, o tratamento mostrou-se inativo
qguando feito apds a instalacdo da resposta asmatica. Resultados mais
promissores foram obtidos na condicdo da silicose experimental, onde o
tratamento oral terapéutico com LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) claramente inibiu o
comprometimento da funcdo pulmonar, o processo inflamatério e a fibrose
observados induzidos pela exposicdo a silica. O composto néo interferiu com a
atividade de mastécitos e células epiteliais estimuladas com silica “in vitro”. No
entanto, a administracdo de LASSBIi0-897 reduziu a expressao de F4/80 e a-
SMA no tecido pulmonar de animais silicéticos, evidenciando assim sua
atividade sobre macréfagos e miofibroblastos, respectivamente. Ensaios “in
vitro” confirmaram esse efeito, uma vez que o composto reduziu a liberacdo de
TNF-a por macréfagos alveolares estimulados com silica e inibiu a proliferagcéao
e producdo de colageno induzida por IL-13 em fibroblastos pulmonares
oriundos de animais silicéticos. Por fim, a administracdo do composto resultou
na reducdo da expressao tecidual de NF-kB apds o desafio com silica. Conclui-
se que o composto LASSBIi0-897 pode prevenir a instalacdo do quadro de
asma aguda, sem contudo alterar a resposta asmatica ja instalada. A
capacidade do LASSBIi0-897 de reverter a resposta inflamatéria e fibrotica
pulmonar induzida por particulas de silica sugere que uma aplicacdo na
silicose, mais do que na asma, seja uma perspectiva verdadeiramente
promissora.
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Effect of the N-acylhydrazone derivative LASSBi0-897 on pulmonary
inflammatory response in experimental asthma and silicosis

Chronic lung diseases such as asthma and silicosis are characterized by airway
inflammation and fibrosis leading to marked deterioration of lung function. The
aim of this thesis is to investigate the effect of compound LASSBIi0-897 on
experimental asthma and silicosis. Various pathological parameters were
assessed, including airway hyper-reactivity by barometric plethysmography,
lung tissue content of inflammatory mediators by ELISA and cellular infiltration
using histology and immunohistochemistry techniques. Cytokine generation
from fibroblasts and macrophages in vitro was also quantified. Oral prophylactic
treatment with LASSBIi0-897 (2 and 5 mg/kg) prevented airway bronchial hyper-
reactivity, leukocyte recruitment and cytokine generation in a model of acute
asthma in mice. However, this treatment was inactive when performed after
installation of the asthmatic response. More promising results were obtained in
the experimental silicosis condition, where the LASSBIi0o-897 therapeutic
treatment (2 and 5 mg/kg, oral) clearly inhibited airway hyper-reactivity, as well
as inflammation and peribronchial fibrosis induced by silica particles.
Furthermore, LASSBI0-897 did not interfere with mast cells and epithelial cells
activity after silica stimulation in vitro. However, LASSBI0-897 clearly reduced
F4/80 and a-SMA expression in the lung of silicotic mice, showing its inhibitory
effect on macrophages and myofibroblasts, respectively. In vitro assays
confirmed this effect, since the compound reduced TNF-a release by an
alveolar macrophage cell lineage after silica exposure, and inhibited
proliferation and collagen production induced by IL-13 in lung fibroblasts
recovered from silicotic mice. Finally, LASSBIi0-897 reduced silica-induced
upregulation of NF-kB expression in the lung tissue. It is concluded that
LASSBIi0-897 can prophylactically prevent the development of acute asthma,
without altering the already installed asthmatic response. The capacity of
LASSBIi0-897 to reverse silica but not allergen-induced lung inflammation and
fibrosis suggests the application in silicosis, rather than in asthma, as a truly
promising perspective.



1. Introducéo

1.1. Hip6tese de trabalho e racional

A hipotese central deste trabalho de tese é a de que o derivado N-
acilidrazonico, LASSBI0-897, teria potencial para controlar doencas
inflamatorias pulmonares como a asma e silicose. Ela estd fundamentada em
estudos prévios 0s quais constataram a marcada atividade anti-inflamatoria e
antifibrética deste composto em condi¢des experimentais associadas ao infarto
agudo do miocardio em ratos. Em paralelo, a investigacdo de potenciais alvos
moleculares do LASSBIi0-897, realizada através da contratacdo de servicos da
plataforma comercial CEREP (Franca), explorou mais de uma centena de alvos
farmacoldgicos, e identificou apenas o receptor A, da adenosina como um
sitio de ligacdo do composto candidato.

A adenosina é um nucleosideo purinérgico endégeno, cuja concentracao
aumenta significativamente em condicGes de estresse e, que tem a capacidade
de promover a inflamacéo e o reparo tecidual (Perez-Aso e cols., 2014). Ha 4
receptores distintos de adenosina (A1R, A2aR, A2sR e A3R), todos pertencentes
a super-familia de receptores associados a proteina G, todos sdo expressos no
pulmdo e sdo alvos para o desenvolvimento de medicamentos para o
tratamento da asma em humanos (Wilson, 2008).

A estratégia tracada para conducdo do estudo baseia-se na utilizacédo de
modelos experimentais bem estabelecidos de inflamacdo pulmonar em
camundongos. Assim, através do perfil de acdo e a maior ou menor
sensibilidade ao tratamento, poderemos definir melhor a potencialidade
terapéutica do composto LASSBIio-897 no contexto da inflamacdo e

remodelamento adverso pulmonar causada por alérgeno ou particulas de silica.



1.2. Inflamagéo

A inflamacdo é uma complexa resposta fisioldgica adaptativa que
protege o organismo contra infeccdes e injuria tecidual, e tem como principal
funcado restaurar a homeostasia tecidual. Em condi¢bes normais, a inflamacéo
€ benéfica e indispensavel a sobrevivéncia do hospedeiro, no entanto, a
resposta inflamatoria pode também ser responsével por um grande nimero de
doencas crbnicas e autoimunes, quando se torna descontrolada ou nao €
adequadamente resolvida (Murdoch & Lloyd, 2010, Sousa e cols., 2013,
Serhan e cols., 2007, Tabas & Glass, 2013)

A inflamacdo aguda é uma resposta de curta duragdo que visa destruir
ou isolar rapidamente o agente nocivo através da infiltracdo de leucdcitos
ativados, principalmente neutrofilos, exsudacdo de fluido e proteinas
plasmaticas na regido atingida. Esse evento € seguido por processos de reparo
tecidual que em geral resultam na cura, restaurando as fun¢gbes normais do
tecido (Weiss, 2008, Ashley e cols., 2012). Quando a reacao inflamatoria aguda
nao € suficiente na eliminacdo do agente patogénico, o processo inflamatorio
persiste e adquire uma natureza crbnica. A transicdo da inflamacdo aguda a
um estado crénico € marcada pela substituicdo do infiltrado neutrofilico por
macrofagos, eosindfilos e linfécitos, angiogénese e fibrose. A inflamacao
cronica € um longo processo e € caracterizada por inflamacao persistente,
destruicdo tissular com simulténeas tentativas de reparo tecidual, resultando
em perda de funcdo do érgao afetado (Weiss, 2008, Medzhitov, 2008, Kumar e
cols., 2007).

Um amplo espectro de condicdes patologicas pode resultar de
inflamacédo persistente como infecgcbes causadas por virus, fungos e
micobactérias, ativacdo exacerbada e inapropriada do sistema imune contra
células e tecidos proprios, processo caracteristico de doencas autoimunes,
reacdo imunoldgica excessiva a estimulos ambientais inbcuos como ocorre nas
doencas alérgicas e exposicdo prologada a agentes toxicos, a exemplo da
exposicdo a particulas de silica (Kumar e cols., 2007). Assim, a intervengao
farmacoldgica no processo inflamatério faz-se necessaria visando se nao a
cura definitiva dessas doencas, ao menos o alivio dos sintomas e a melhora da

qualidade de vida dos pacientes. Apesar da evolu¢cdo do conhecimento acerca



da cadeia de eventos celulares e moleculares envolvidos na inflamacédo, o
desenvolvimento de medicamentos anti-inflamatérios seguros e eficazes é
ainda bastante limitado. Uma &rea expoente dentro das estratégias inovadoras
de desenvolvimento de farmacos anti-inflamatérios é aquela que visa a
modulacdo de mediadores enddgenos que controlam a iniciacdo, supressao

e/ou resolucéo da inflamacéo (Antonioli e cols., 2014).

1.3. Doencas pulmonares inflamatoérias crénicas

As doencas respiratérias cronicas afetam cerca de 1.15 bilhdo de
pessoas em todo o mundo, 0 que representa 16,4% da populacdo mundial
(Soriano & Campos, 2012). Dentro desse grupo, destacam-se as doencas
inflamatorias pulmonares como asma, doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC), fibrose pulmonar idiopéatica (FPIl) e silicose, que representam
importantes causas de morbidade e mortalidade no mundo e s&o
caracterizadas por diferentes graus de limitacdo ao fluxo de ar, inflamacéo e
remodelamento das vias aéreas (Royce e cols., 2013, Kim & Rhee, 2010).

Classicamente, as doencas pulmonares séo classificadas em obstrutivas
e restritivas. As doencas obstrutivas do pulméo estdo associadas a presenca
de inflamacéo nas vias aéreas (traqueia, brénquios e bronquiolos) que podem
ser parcialmente ocluidas pela secrecdo excessiva de muco ou sofrerem
estreitamento em virtude da contragdo excessiva da musculatura lisa ou perda
de tracdo radial causando um aumento da resisténcia ao fluxo de ar,
caracteristico desse grupo de doencas. As principais doencas pulmonares
obstrutivas sdo a asma e DPOC. As doencas pulmonares restritivas sao
caracterizadas pela restricdo da expansibilidade dos pulmdes resultante de
alteracOes persistentes do seu parénquima, que afetam diretamente a
capacidade pulmonar. Dentre as doencas pulmonares restritivas, destacam-se
as pneumoconioses e a fibrose pulmonar idiopatica (Kumar e cols., 2007,
Royce e cols., 2013, West, 1996, Cotran e cols., 1999).



1.4. Asma

A definicdo mais atual para asma € fornecida pelo recente documento
“The Global Strategy for Asthma Management and Prevention”, “The Global
Initiative for Asthma” (GINA, 2014):

‘Asma é uma doenca heterogénea, geralmente caracterizada por
inflamacéo crbnica das vias aéreas. E é definida por um historico de sintomas
respiratérios como sibilo, falta de ar, sensacdo de aperto no peito e tosse, que
variam ao longo do tempo em intensidade, associados a limitacao variavel ao
fluxo de ar.”

A asma apresenta enorme heterogeneidade em relacdo a aspectos de
sua historia natural, imunopatogénese, fendtipos clinicos e resposta a terapia.
As diferentes expressdes clinicas da asma envolvem uma gama de agentes
ambientais que interagem com as vias aéreas causando inflamacao aguda que,
muitas vezes, progride a um estado cronico (Holgate, 2008, Miglino e cols.,
2012). Clinicamente, a doenca pode ser dividida em asma alérgica (atépica) e
nao-alérgica (Miglino e cols., 2012, Murphy & O'Byrne, 2010). A primeira forma
se distingue pela predisposicdo genética em montar uma resposta baseada na
producdo de imunoglobulina tipo E (IgE) contra alérgenos ambientais comuns
(Murdoch & Lloyd, 2010). A maioria dos pacientes asmaticos sdo atépicos,
aproximadamente 60% dos asmaticos adultos e 80% das criancas asmaticas,
mas nem todos os individuos atopicos desenvolvem asma quando adultos
(Miglino e cols., 2012). Assim, para o desenvolvimento do fendtipo asmatico,
faz-se necessaria a exposicdo a estimulos ambientais somada a
susceptibilidade genética (Holgate, 2008, Murphy & O'Byrne, 2010).

Classicamente, a asma é reconhecida como uma doencga de perfil Th2
caracterizada por intensa inflamacao eosinofilica e hiper-reatividade das vias
aéreas (Kudo e cols., 2013). As células T CD4" quando ativadas secretam
citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-13. Essas citocinas estimulam mastdécitos,
causam eosinofilia, promovem o acimulo de macréfagos e, em alguns casos,
neutrofilos, e acentuam a producédo de IgE por linfocitos B (Murphy & O'Byrne,
2010). A inflamag&o recorrente e as subsequentes anomalias nos processos de
reparo levam a alteracfes estruturais nas vias aéreas devido a injuria epitelial,

aumento da produgcdo de muco, hiperplasia de células musculares lisas e
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fibrose subepitelial. Esse processo aumenta o estreitamento das vias aéreas, 0
qual associado a hiper-responsividade a estimulos indcuos, contribui para
obstrucéo intermitente ao fluxo de ar, refletindo na manifestagéo dos sintomas
clinicos da doenca (Li & Hua, 2014, Cookson, 1999).

1.4.1. Epidemiologia da asma

A asma representa um sério problema de saldde publica que afeta
pessoas de todas as idades, e quando ndo adequadamente tratada, pode ser
fatal. Nas ultimas duas décadas a prevaléncia da asma praticamente dobrou e
atualmente estima-se que a doenca afete aproximadamente 300 milhdes de
pessoas no mundo (GINA, 2014, Cohn e cols., 2004). Dentre as doencas
respiratorias, a asma s6 € superada em prevaléncia pela rinite, que acomete
400 milhdes de pessoas em todo o mundo. Além disso, sdo registradas cerca
de 180 mil mortes por ano em decorréncia da asma (Soriano & Campos, 2012).
Estudos preveem que até o ano de 2025 o numero de asmaticos no mundo
aumente em 100 milhdes (Masoli e cols., 2004). O aumento da incidéncia de
asma estd intimamente relacionado a aspectos da cultura ocidental que
incluem o aumento da urbanizacdo e da poluicdo atmosférica, a imunizacao
massiva de criancas e condicfes de vida cada vez mais assépticas (Cohn e
cols., 2004).

A prevaléncia global de asma, entre adultos e criangas, atinge de 1% a
18% da populacdo de diferentes paises (GINA, 2014). Nos Estados Unidos, a
asma acomete 5% da populacdo. De acordo com as estatisticas americanas,
um total de 2 milhdes de atendimentos séo realizados em unidades de saude,
aproximadamente 470 mil hospitalizacdes e 4,5 mil mortes anuais sao
causadas por asma no pais (Barrios e cols., 2006). Além disso, 13% das
criancas americanas sao asmaticas, o que significa que 6,7 milhdes de
criancas sofrem com a doencga nos Estados Unidos. Estima-se que 3,5 milhdes
dessas criangas tém uma ou mais crises de exacerbagdo ao ano, que resultam
em 600 mil atendimentos hospitalares anuais (Nelson & Zorc, 2013).

O estudo multicéntrico ISAAC (“International Study for Asthma and
Allergies in Childhood”) apontou regifes de alta incidéncia de asma no Brasil,

comparaveis as observadas no norte Europeu e Oceania (Soriano & Campos,
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2012). Considerando que a prevaléncia de asma atinge 10% da populacao
mundial, estima-se que 20 milhdes de brasileiros sejam asmaticos (SBPT,
2012). Estima-se que a asma seja responsavel por uma média de 6 mortes
diarias no Brasil, que representam cerca de 2 mil mortes ao ano. Um alto indice
de morbidade da asma ainda é registrado no Brasil. Desse modo, a doenca
representa a quarta causa de hospitalizacdo no Sistema Unico de Sautde com
cerca de 900 internagcbes diédrias, que ao final de um ano somam
aproximadamente 350 mil hospitalizacdes em decorréncia da asma. Essa
situacdo representa anualmente um custo de R$ 100 milh6es aos cofres
publicos brasileiros (Soriano & Campos, 2012, SBPT, 2006).

1.4.2. Fisiopatologia da asma

A asma é causada por uma resposta imunologica exacerbada a
antigenos ambientais normalmente inécuos. As principais fontes de antigenos
dessa natureza, denominados alérgenos, incluem acaros da poeira doméstica,
pelos de animais, fungos e pélen (Cookson & Moffatt, 1998). Em geral,
alérgenos ambientais inalados juntamente com o ar inspirado por individuos
nao-atopicos geram uma resposta imunoldgica branda marcada pela producéo
de anticorpos alérgeno-especificos IgGl e IgG4. Além disso, sabe-se que
células T provenientes do sangue periférico de individuos ndo atépicos, apés
contato com alérgeno “in vitro”, respondem com uma discreta proliferacdo e
secrecdo de interferon-y, uma citocina normalmente envolvida em respostas
associadas a linfocitos com perfil Thl. Ao passo que dado o contato com
alérgenos ambientais, individuos atOpicos apresentam uma resposta
imunolégica exagerada, na qual é observado um aumento de concentragfes
plasmaticas de IgE alérgeno-especifica. Estudos “in vitro” mostram que células
T oriundas desses individuos apresentam um aumento da producdo de
citocinas de perfil Th2 (Kay, 2003, Kemeny e cols., 1989).

A sensibilizacdo alérgica se inicia quando alérgenos ultrapassam as
barreiras fisicas do sistema respiratorio e penetram nas vias aéreas. Os
alérgenos sédo captados e processados em pequenas moléculas antigénicas
por células dendriticas. Esses fragmentos antigénicos sao apresentados pelas

células dendriticas, através de MHC de classe Il, a linfécitos T naive e



juntamente a sinais co-estimulatérios levam a ativacdo dessas células que
adquirem caracteristicas de células Th2 (Hamid & Tulic, 2009, Galli e cols.,
2008). Esse processo também leva ativacdo de células Th2 que proliferam e
passam a produzir citocinas proé-inflamatérias. A producdo de mediadores
inflamatorios, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 por linfécitos Th2 promovem acdes
subsequentes que influenciam diretamente o desenvolvimento de hiper-
reatividade das vias aéreas, inflamacéo e remodelamento tecidual. IL-4 e IL-13
ativam células B que passam a sintetizar IgE, além de induzirem a producao de
muco e fibrose. IL-4, IL-9 e IL-13 induzem o recrutamento de mastocitos e IL-3
e IL-4, a migracdo de basdfilos. Enquanto, IL-5 é responsavel pela a
diferenciacéo e ativacéo de eosinoéfilos (Murdoch & Lloyd, 2010).

As imunoglobulinas E secretadas por linfocitos B ativados séo
responsaveis pela sensibilizacdo de mastocitos e basdfilos, ao se ligarem a
receptores de alta afinidade presentes na superficie dessas células (Hamid &
Tulic, 2009, Stone e cols., 2010). A re-exposicdo a antigenos leva a formacao
do complexo IgE-FceRI promovendo a ativagao e desgranulagdo de mastdcitos
gue secretam citocinas como IL-4, IL-5 e TNF-a. A ativacdo de mastocitos
também resulta na liberacdo de mediadores como leucotrieno D4 (LTD,),
prostaglandina D, (PGD,), triptase e histamina que induzem a contragdo de
células musculares lisas levando a broncoconstriccdo (Miglino e cols., 2012,
Barrios e cols., 2006).

A parede das vias aéreas de asmaticos € infiltrada por células
mononucleares, linfocitos T, eosindfilos e mastocitos (Kudo e cols., 2013, Cohn
e cols., 2004). Alguns pacientes com asma severa apresentam um aumento do
namero de neutréfilos nas vias aéreas (Barnes, 2010). Com a progresséo da
doenca e a persisténcia da inflamagdo, ocorrem mudancas na arquitetura
pulmonar, que em conjunto caracterizam o processo de remodelamento das
vias aéreas (Kudo e cols., 2013).

O remodelamento das vias aéreas define-se como alteracbes
persistentes que ocorrem ao redor da traqueia, brénquios e bronquiolos,
caracterizado pela mudanca na composicdo e organizacdo estrutural dos
tecidos, e na funcdo de células estruturais (Tang e cols., 2006, Lloyd &
Robinson, 2007). As alteragcbes estruturais que ocorrem durante o

remodelamento, incluem perda de integridade epitelial, hiperplasia de células
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mucigenas e aumento da producdo de muco, fibrose subepitelial devido ao
aumento da deposicdo de componentes de matriz extracelular, aumento de
massa da musculatura lisa e angiogénese (Bergeron e cols., 2009). As
consequéncias do remodelamento das vias aéreas incluem hiper-reatividade,
obstrucdo ao fluxo de ar e declinio irreversivel da funcdo pulmonar (Tang e
cols., 2006). A inflamacéo € amplamente relacionada a génese das alteracdes
estruturais ocorridas durante o processo de remodelamento das vias aéreas.
No entanto, estudos recentes mostram que a forca gerada por células
musculares lisas durante a broncoconstriccdo € capaz de induzir
remodelamento das vias aéreas em pacientes com asma, independente da
presenca de inflamacédo (Kudo e cols., 2013, Tang e cols., 2006, Grainge e
cols., 2011).

1.4.3. Tratamento da asma

A associacao de agonistas B,.adrenérgicos a corticosteroides inalatorios
mantém-se como a base para o tratamento da asma ha mais de 40 anos e visa
a reversdo da contracdo da musculatura lisa e o controle da inflamacdo das
vias aéreas (Barnes, 2011, Myers & Tomasio, 2011). Quando corretamente
administrada, a terapia € efetiva para a maioria dos pacientes, além de ser
relativamente barata. No entanto, cerca de 5 - 10% pacientes ndo mantém o0s
sintomas da doenca adequadamente controlados. Isso se deve em parte a
baixa complacéncia dos pacientes ao tratamento administrado por inalacao,
particularmente aos agentes glicocorticoides (Barnes, 2010, Barnes, 2004).
Ademais, a terapia da asma é limitada pelos inUmeros efeitos adversos e pela
refratariedade ao tratamento com altas doses de glicocorticoides apresentada
por uma parcela dos pacientes (1 - 5%) com asma grave (Louis e cols., 2012).

Glicocorticoides inalatérios representam o cerne da terapéutica da asma
e sdo os medicamentos de primeira escolha para o tratamento de asma
persistente, inclusive em criancas. O uso de glicocorticoides inalatérios melhora
a qualidade de vida do paciente, através da restauracdo da funcdo pulmonar,
reducdo dos sintomas, diminuicdo da frequéncia das exacerbacdes e pode
prevenir alteracbes estruturais irreversiveis das vias aéreas, além de reduzir o

namero de internacdes hospitalares e mortes por asma (Tattersfield e cols.,



2002, Barnes, 2011). O mecanismo de acao de glicocorticoides € baseado em
sua interacdo com receptores citoplasmaticos de glicocorticoides (GR), da qual
resulta a ativacdo do receptor e translocacdo do complexo para o nucleo
celular. A ligacdo do complexo a regides especificas do DNA, denominadas
como elemento responsivo a glicocorticoides (GRE), leva a atividade
transcricional e modula mecanismos de transativacao e transrepresséo génica
(Holgate & Polosa, 2008, Caramori & Adcock, 2003). Os glicocorticoides sao
altamente eficazes na supressdo da inflamacédo das vias aéreas mediada por
células Th2 devido ao seu importante papel na regulacdo de fatores de
transcricdo nuclear como NF-kB e AP-1 que reflete diretamente na inibicdo da
expressao de citocinas, quimiocinas e moléculas de adeséo (Holgate & Polosa,
2008). O uso de doses mais altas de glicocorticoides inalatérios durante longos
periodos implica em efeitos adversos sistémicos como reducdo de densidade
mineral 6ssea, cataratas e glaucoma (Tattersfield e cols., 2002).

Os agonistas B-adrenérgicos dividem-se em agonistas p,.adrenérgicos
de curta e de longa duracdo. A acdo desses agonistas se da através de sua
ligacdo a receptores B..adrenérgicos, 0s quais sdo altamente expressos em
células musculares lisas. A interagcdo desses agonistas a [,.adrenoceptores
culmina na ativagéo de adenilato ciclase e aumento dos niveis intracelulares de
AMPc, que por sua vez, leva a ativacao da proteina quinase A (PKA) e Epac.
PKA ativa proteinas reguladoras do ténus de células musculares lisas, como a
quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), levando ao relaxamento da
musculatura das vias aéreas. A ativagao de receptores B,.adrenérgicos leva a
abertura de canais de potassio dependentes de Ca®', reduzindo a
brococonstricdo (Barnes, 2011, Holgate & Polosa, 2008, Cazzola e cols., 2013).
Os agonistas B..adrenérgicos de curta duracdo sdo recomendados para a
prevencdo da asma induzida por exercicio e para a rapida reversao da
obstrucdo ao fluxo de ar em ataques agudos de asma. O uso frequente de
agonistas B,.adrenérgicos de curta duracdo ndo é recomendado, sendo 0 uso
excessivo associado a mortalidade de pacientes com asma (Barnes, 2011,
Myers & Tomasio, 2011, Tattersfield e cols., 2002). Agonistas [(3,-adrenérgicos
de longa duracdo sado indicados para uso regular e € a Unica classe de
broncodilatadores cujo efeito tem duragdo superior a 12 horas, devendo ser

administrado duas vezes ao dia. Embora controlem os sintomas e reduzam as



exacerbacgdes da asma, a monoterapia com agonistas (,.adrenérgicos de longa
duracdo nunca é indicada, pois ndo sdo capazes de controlar o processo
inflamatorio (Barnes, 2011, Tattersfield e cols., 2002, Holgate & Polosa, 2008).
O uso combinado de agonistas B..adrenérgicos e glicocorticoides inalatorios
aumenta a aderéncia do paciente ao tratamento, melhora a funcéo pulmonar e
os sintomas da doenga, além de reduzir o uso de agonistas ,.adrenérgicos de
curta duracdo para alivio imediato da broncoconstriccdo (Myers & Tomasio,
2011, Tattersfield e cols., 2002).

Outras classes de medicamento sao utilizadas para controle da asma.
As metilxantinas, como a teofilina e a aminofilina, s&o inibidores ndo seletivos
de fosfodiesterase (PDE). A teofilina apresenta efeitos broncodilatadores e anti-
inflamatorios moderados, menos potentes que 0s apresentados por
glicocorticoides e agonistas B,.adrenérgicos. Seu uso torna-se pouco atrativo,
pois apresenta uma estreita janela terapéutica, em virtude dos efeitos adversos
cardiacos e sobre o sistema nervoso central. Além disso, a teofilina pode
interagir com o efeito de outras drogas (Myers & Tomasio, 2011, Tattersfield e
cols., 2002, Holgate & Polosa, 2008, Cazzola & Matera, 2014). Modificadores
de leucotrienos como inibidores de lipoxigenase, zileuton, ou antagonistas de
receptores de leucotrienos, montelukaste e zafirlukaste, por serem
administrados oralmente, sdo muito bem aceitos pelos pacientes e promovem
um bom controle da asma, reduzindo sintomas e exacerbacdes (Myers &
Tomasio, 2011, Tattersfield e cols., 2002). Pacientes que ndo respondem ao
tratamento com glicocorticoides combinados a agonistas [,.adrenérgicos
podem ter uma boa resposta a baixas doses de imunossupressores como
metotrexato, ciclosporina e azatioprina (Tattersfield e cols., 2002, Holgate &
Polosa, 2008).

1.5. Pneumoconioses

O termo pneumoconiose foi cunhado por Zenker em 1866 e, atualmente,
engloba um conjunto genérico de doencas pulmonares parenquimatosas que
se desenvolvem em consequéncia da inalacdo de poeiras minerais em
ambientes de trabalho (Saude, 2006, Lido e cols., 2008, Castro e cols., 2005).

Define-se poeira como qualquer particula sélida inanimada capaz de manter-se
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em suspensdo no ar, de tamanho, natureza e origem diversos, produzida
através de mecanismos de trituracdo ou ruptura de materiais solidos (Ribeiro,
2010). As manifestacoes patogénicas decorrentes da inalacdo de poeiras
inorganicas dependem de diversos fatores como propriedades fisico-quimicas
das particulas como tamanho, forma, solubilidade e reatividade, quantidade de
particulas inaladas e retidas no parénquima pulmonar e vias aéreas; e reacao
idiossincrasica do individuo, onde fatores como doencas pulmonares pré-
existentes e tabagismos podem ser determinantes para a progressao das
pneumoconioses (Saude, 2006).

Didaticamente, as pneumoconioses sao classificadas em fibrogénicas e
nao-fibrogénicas. Essa classificacdo baseia-se na potencialidade das particulas
contidas no aerossol de poeira em suscitar uma reacao inflamatoria que ative
mecanismos de fibrogénese no parénquima pulmonar (Saude, 2006, Castro e
cols., 2005). Siderose, baritose e estanose sao exemplos de pneumoconioses
nao-fibrogénicas, as quais em geral estdo associadas a inalacdo de poeiras
contendo elementos metdlicos e sais inorganicos, sendo caracterizadas
histopatologicamente por formacdo macular isolada, fibrose discreta ou
ausente e sem comprometimento da funcdo pulmonar. Dentre as
pneumoconioses fibrogénicas, destacam-se a silicose e asbestose, causadas
pela inalacdo de material particulado, e séo caracterizadas por fibrose
progressiva do parénquima pulmonar (Saude, 2006, Capitani & Algranti, 2006).

Embora as pneumoconioses possam ser evitadas através de medidas
de contencéo a exposicao de poeiras, ainda assim, milhares de novos casos de
pneumoconioses sao anualmente registrados em todo o mundo, especialmente
em paises em desenvolvimento. Isso se deve ao grande numero de
trabalhadores envolvidos em atividades com risco de exposicdo a poeiras
potencialmente lesivas e a caréncia de programas de vigilancia e controle de

doencas ocupacionais (Lido e cols., 2008).

1.5.1. Silicose

Silicose € uma doenca do intersticio pulmonar classificada como
pneumoconiose fibrogénica, de carater progressivo, irreversivel e

potencialmente fatal, etiologicamente relacionada a inalacdo e deposicédo de
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particulas de silica cristalina nos pulmdes. Na maioria dos casos, a silicose
desenvolve-se a partir da inalagdo cumulativa de elevadas concentracdes de
poeiras minerais com alto teor de silica cristalina em ambientes de trabalho.
Embora a natureza ocupacional da silicose a torne passivel de prevencao
definitiva, ainda esta longe de ser uma doenca do passado e destaca-se dentre
as principais pneumoconioses devido a sua alta taxa de incidéncia e
prevaléncia no Brasil e no mundo (Greenberg e cols., 2007, Leung e cols.,
2012, Rimal e cols., 2005, Martinez e cols., 2010, Capitani, 2006).

1.5.2. Silica

Silica ou diéxido de silicio (SiO,) € um dos minerais mais abundantes da
crosta terrestre e resulta da ligacdo de um atomo de silicio a dois atomos de
oxigénio. A silica existe na natureza em duas formas distintas, amorfa e
cristalina. Ambas as formas compartiiham a mesma férmula molecular,
diferindo apenas no arranjo estrutural das moléculas (Costantini e cols., 2011,
Terra Filho & Santos, 2006). A denominacéao “cristalina” dada a silica refere-se
a um padréao fixo de orientacdo dos atomos de oxigénio e silicio, enquanto, 0s
atomos da forma amorfa apresentam um padrdo randémico de organizacdo
(Greenberg e cols., 2007). A silica ocorre mais frequentemente em sua forma
cristalina, a qual apresenta cinco polimorfismos, o quartzo, a tridimita, a
cristobalita, a coesita, e a stishovita, sendo todos amplamente associados a
efeitos potencialmente toxicos e fibrogénicos (Castranova & Vallyathan, 2000,
Brown, 2009). Embora a forma amorfa da silica ndo seja desprovida de
atividade biolégica, tem sido descrita por uma menor toxicidade e

fibrogenicidade que a forma cristalina (Terra Filho & Santos, 2006).

1.5.3. Epidemiologia da silicose

Os riscos de exposicdo a poeiras contendo silica, associados a
atividades de mineracdo e construcdo, ja eram conhecidos pelas civilizacbes
egipcia, grega e romana desde a Antiguidade. Com o processo de
industrializagdo, houve um crescimento no numero de atividades envolvendo

exposicdo a silica cristalina devido ao uso de minerais em processos industriais
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em muitas industrias (Castro e cols., 2005, Terra Filho & Santos, 2006). Os
riscos de exposicao ocupacional a silica cristalina estdo presentes em diversas
atividades como extracdo e beneficiamento de rochas, mineragéo, perfuracao
de pocos, limpeza e manutencdo de pocos, industrias metaltrgicas, de
ceramicas, de materiais de construcao, de vidro, fundicdo de ferro, na producao
de talco, e jateamento abrasivo com areia, o qual € aplicado em diversos
processos industriais e, interessantemente, é utilizado no desgaste de jeans
em fabricas de roupas, entre outros (Greenberg e cols., 2007, Terra Filho &
Santos, 2006, Hobson, 2013).

A silicose apresenta alta prevaléncia em todo o mundo sendo
considerada a principal causa de invalidez dentre as demais doencas
respiratorias ocupacionais, no entanto, a verdadeira dimenséo da ocorréncia da
doenca € muitas vezes subestimada em paises pobres ou em desenvolvimento
devido a caréncia de notificacao e vigilancia por parte das autoridades (Leung e
cols., 2012, Terra Filho & Santos, 2006).

No Brasil, estima-se que aproximadamente 6 milhdes de trabalhadores
estejam expostos a silica (Castro e cols., 2005, Terra Filho & Santos, 2006). O
maior nUmero de casos se concentra no estado de Minas Gerais, onde ha
relatos de que 4 500 trabalhadores sofreram de silicose em decorréncia de
atividades de mineracdo subterranea de ouro entre os anos de 1978 e 1998
(Leung e cols., 2012, Carneiro e cols., 2006). Além disso, estima-se que entre
1999 e 2000, cerca de 1,8 milhdo de trabalhadores foram expostos a silica no
Brasil durante periodos que ultrapassaram 30% de suas jornadas de trabalho
(Saude, 2006).

O maior nimero de pacientes com silicose no mundo é encontrado na
China, onde mais de 500 mil casos foram registrados entre os anos de 1991 e
1995. A cada ano, 24 mil mortes de chineses séo atribuidas a complicacfes da
silicose e 6 mil novos casos da doenca séo registados (Leung e cols., 2012).

A silicose também representa um importante problema de salde publica
em paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos, o “National Institute for
Occupational Safety and Health” (NIOSH) estima que cerca de 59 mil
americanos estejam em risco de desenvolver algum grau de silicose. Além
disso, séo registradas anualmente 250 mil mortes em decorréncia da doenca

(Castranova & Vallyathan, 2000). Na Europa, dados revelam que cerca de 3
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milhdes de trabalhadores foram expostos a silica cristalina entre os de 1990 a
1993 (Leung e cols., 2012). A doenca foi considerada como a sexta doenca
respiratoria ocupacional mais frequente pelo “European Occupational Disease
Statistics” (EODS) no ano de 2001 (Santos e cols., 2010).

1.5.4. Fisiopatologia da silicose

As poeiras inaladas juntamente com o ar inspirado sdo, em geral,
removidas através do sistema muco-ciliar. A perpetuacao da intensa exposi¢cao
a poeiras em ambientes de trabalho sobrepujam os mecanismos de filtragem
do ar e o “clearance” muco-ciliar ascendente, e particulas de silica cristalina
com diametro entre 0.5 e 5 um podem se depositar em bronquiolos
respiratorios e alvéolos (Ribeiro, 2010, Terra Filho & Santos, 2006, Davis,
1986). Essas particulas podem causar citotoxicidade direta ao entrar em
contato com 4gua e lipoproteinas da camada de revestimento
bronquioloalveolar, causando peroxidacdo de lipideos com consequentes
danos a membranas celulares. O processo de lesdo celular culmina na
liberagdo de enzimas intracelulares, iniciando um ciclo de leséo e reparo
tecidual (Terra Filho & Santos, 2006, Castranova & Vallyathan, 2000).

Macrofagos alveolares residentes e células epiteliais sdo as principais
células-alvos que participam do processo inflamatério desencadeado por
particulas de silica no pulmao, sendo os macrofagos diretamente ativados pela
silica. Receptores “scavengers”, como receptores MARCO, expressos ha
superficie de macréfagos, sdo cruciais no processo de reconhecimento e
captacdo das particulas de silica (Huaux, 2007, Hamilton e cols., 2008). A
fagocitose de particulas de silica por macréfagos desencadeia a producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROS), como H,0O,, espécies reativas de
nitrogénio e radicais livres, contribuindo para a lesdo do tecido pulmonar (Sato
e cols., 2008). Concomitantemente, ocorre a ativagéo de fatores de transcricéo
nuclear, como NF-kB e AP-1, culminando na producéo e secrec¢éo de citocinas
pro-inflamatérias como TNF-qa, IL-1B e IL-6, acompanhado ainda da liberacao
de proteases e produtos do metabolismo de acido araquidénico como
leucotrieno B4 e prostaglandina E2 (Greenberg e cols., 2007). A secre¢ao de

tais mediadores inflamatdrios resulta no recrutamento de células inflamatoérias,
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como macrofagos, neutrofilos e linfocitos, para a superficie alveolar. A ingestao
de silica por macrofagos alveolares pode resultar em morte celular e na
liberacé@o de particulas de silica intracelulares, que sdo novamente fagocitadas
por outros macrofagos, perpetuando o processo inflamatério e a injaria tecidual
(Greenberg e cols., 2007, Rimal e cols., 2005). Muitas vezes o tamanho e o
formato das particulas de silica, representam um fator limitante a fagocitose e
neutralizacdo, onde a protrusdo para o englobamento do corpo estranho é
formada, mas a formacdo do fagossomo ao redor de particulas muito grandes
nao é completa. Essa fagocitose “frustada”, dentre outros fatores, pode resultar
na formacéo de granulomas, onde macrofagos podem fundir-se uns aos outros
formando "células gigantes" que encapsulam o corpo estranho na tentativa de
neutraliza-lo e proteger o hospedeiro, em um mecanismo ainda nao
completamente elucidado (Medzhitov, 2008).

A injuria tecidual causada pela inflamacédo recorrente é acompanhada
por processos de reparo tecidual, o qual é iniciado pela secre¢céo de fatores de
crescimento pro-fibréticos como FGF, TGF-B, EGF e IGF-1 por macréfagos
alveolares que estimulam o recrutamento e a proliferacdo de células
mesenquimais, como pneumdcitos tipo Il e fibroblastos, e regulam a
neovascularizacdo e re-epitelizacdo de tecidos danificados. Neutréfilos e
linfécitos recrutados e células epiteliais residentes também participam desse
processo através da producdo de mediadores inflamatorios e fatores pro-
fibréticos, amplificando a resposta fibrética. A intensa producdo de fatores
fibrogénicos contribui para o desenvolvimento de lesbes silicéticas devido a
intensa producdo de componentes de matriz extracelular como colageno tipo |
e Il, fibronectina e proteoglicanos que culminam em altera¢des permanentes da
arquitetura do parénquima pulmonar (Greenberg e cols., 2007, Rimal e cols.,
2005, Terra Filho & Santos, 2006, Huaux, 2007).

1.5.5. Formas de manifestacdes clinicas da silicose
A silicose apresenta, em geral, um longo periodo de laténcia, raramente

manifestando-se em individuos com menos de 50 anos de idade. A silicose

pode apresentar-se clinicamente em trés formas distintas, aguda, acelerada e
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cronica, as quais estdo diretamente relacionadas a intensidade e duracédo da
exposicdo a silica (Greenberg e cols., 2007, Santos e cols., 2010).

A silicose aguda ou silicoproteinose é a manifestacdo menos comum da
doenca e desenvolve-se apos exposicdo a altos niveis de finas particulas de
silica recém-fraturadas em um curto periodo de tempo, geralmente
manifestando-se apls alguns meses a poucos anos de exposicdo em
atividades como jateamento de areia ou perfuragdo de rochas. A evolugao da
doenca € rapida e a sobrevida dos pacientes € de cerca de 10 anos.
Histopatologicamente, a doenca € caracterizada por edema pulmonar,
exsudato lipoproteico rico em surfactantes no limen alveolar, lesdo de
pneumdcitos tipo |, hipertrofia de pneumdcitos tipo Il e inflamacao intersticial.
Tais alteracbes estruturais manifestam-se clinicamente como tosse, dispneia,
fadiga, perda de peso, hipoxemia e diminui¢do da funcao pulmonar (Terra Filho
& Santos, 2006, Castranova & Vallyathan, 2000, Santos e cols., 2010).

A silicose acelerada € associada a um historico de exposicbes a altas
concentracfes de silica em um periodo de tempo que varia de 5 a 15 anos.
Essa forma de silicose assemelha-se clinica e histopatologicamente a silicose
cronica, no entanto, progride mais rapidamente (Greenberg e cols., 2007,
Santos e cols., 2010).

A silicose cronica, também denominada silicose classica, € a forma
clinica mais frequente de apresentacdo da doenca. Geralmente ocorre apés
décadas de exposicdo cumulativa a concentracdes relativamente baixas de
particulas de silica (Greenberg e cols., 2007, Leung e cols., 2012). Essa forma
da doenca apresenta um longo periodo de laténcia, podendo permanecer
assintomatica por até 45 anos apos a exposicao inicial a silica (Greenberg e
cols., 2007). Morfologicamente, essa forma de manifestacdo da doenca é
caracterizada pela presenca de lesdes nodulares, conhecidos como
granulomas ou nédulos silicéticos, predominantemente nas zonas pulmonares
superiores e regibes subpleurais. Os nodulos silicéticos apresentam-se
histologicamente como lesGes de arranjos concéntricos de fibras colagenas
com regides centrais hialinas, podendo apresentar graus variados de necrose e
calcificagéo. Perifericamente, os noédulos silicoticos apresentam uma camada
constituida por macrofagos, fibroblastos e linfécitos e reticulina (Greenberg e
cols., 2007, Terra Filho & Santos, 2006, Castranova & Vallyathan, 2000). A
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doenca pode progredir para uma seéria e debilitante condicdo conhecida como
fiborose macica progressiva (FMP) ou silicose complicada, a qual é
caracterizada pela coalescéncia dos nodulos silicoticos, formando grandes
massas fibréticas (Greenberg e cols., 2007, Terra Filho & Santos, 2006,
Ferreira e cols., 2006). Os principais sintomas da doenca s&o dispneia de
esforco progressiva e tosse crbnica. A progressao da doenga pode ocasionar
um quadro de insuficiéncia respiratoria, perda de peso e maior susceptibilidade
a infeccdes das vias aéreas inferiores (Santos e cols., 2010, Ferreira e cols.,
2006).

A exposicdo a silica vem sendo associada ao desenvolvimento de
diversas doencas concomitantes a silicose. Estudos epidemiologicos recentes
destacam o aumento da incidéncia de doencas extrapulmonares como artrite
reumatoide, esclerodermia, llpus, esclerose sistémica progressiva e doencas
renais nao-malignas, causadas pela exposicdo a particulas de silica
(Greenberg e cols.,, 2007, Brown, 2009). Ademais, alguns estudos
correlacionam a silica a potenciais acbes carcinogénicas, onde a exposicao
cronica a essas particulas minerais leva um maior risco de cancer de pulmao
em humanos. Assim, a silica foi inicialmente classificada pela “International
Agency for Reseach on Cancer” (IARC) como uma substancia cancerigena do
Grupo 2B (“provavelmente cancerigena” para humanos) e, em seguida,
reclassificada como uma substancia do Grupo 1 (“cancerigena para humanos”)
(Greenberg e cols., 2007). A silicose é ainda associada a uma maior
susceptibilidade a tuberculose. Estudos mostram que individuos silicéticos
apresentam risco que varia 2,8 a 39 vezes maior de contrair tuberculose,
dependendo da severidade da silicose, que individuos saudaveis, fato que se
relaciona a agfes diretas da silica ao potenciar o crescimento bacilar e a alta
toxicidade da particula a macrofagos alveolares, e a reducdo da atividade
linfatica no pulméo silicético (Greenberg e cols., 2007, Capitani, 2006, Terra
Filho & Santos, 2006, Ferreira e cols., 2006, Barboza e cols., 2008).

1.5.6. Tratamento da silicose

Atualmente, diversos estudos propdem uma gama de estratégias

terapéuticas que objetivam minimizar o processo inflamatério observado na
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silicose. No entanto, uma vez estabelecida, nenhum tratamento farmacolégico
mostrou-se efetivo no controle da doencga (Greenberg e cols., 2007). Dentre as
modalidades de tratamento farmacoldgico, o uso de corticosteroides mostrou
beneficios bastante limitados a longo prazo para pacientes com silicose cronica
ou acelerada. Além disso, a imunossupressdo causada por agentes
glicocorticoides pode aumentar o risco desses pacientes contrairem
tuberculose (Leung e cols., 2012). O tratamento baseado na inalacdo de pé de
aluminio com a finalidade de reduzir a solubilidade de particulas de silica
retidas no pulmao resulta em uma melhora pouco expressiva dos sintomas da
doenca (Greenberg e cols., 2007). O procedimento de lavagem broncoalveolar
para a remocao de particulas retidas no parénquima pulmonar é indicada para
pacientes com silicose aguda e crbnica, no entanto, ndo possui eficacia
comprovada (Terra Filho & Santos, 2006).

Assim, as principais medidas para evitar as complicacbes da doenca
baseiam-se no afastamento do paciente de areas de exposicao a silica, na
cessacao do tabagismo e na profilaxia de infeccfes pulmonares intercorrentes
através da vacinacdo (vacina contra influenza e vacina pneumocdcica). O
tratamento farmacolégico da silicose atualmente restringe-se ao uso de
broncodilatadores, agentes antitussigenos e agentes mucoliticos para alivio
dos sintomas, e de antibibticos para o tratamento de infeccBes concomitantes.
Por fim, dentro de um contexto clinico bem definido e apropriado, pode-se
considerar a opcdo de transplante pulmonar para alguns pacientes (Leung e
cols., 2012, Terra Filho & Santos, 2006, Santos e cols., 2010).

1.6. Adenosina e seus receptores

A adenosina é um nucleosideo ubiquo, formado pela unido de uma base
purinica, a adenina, a uma ribose através de ligacdo glicosidica (Vass &
Horvath, 2008). A participagdo da adenosina em uma miriade de processos
biolégicos essenciais, como geragdo de energia e 0 metabolismo de proteinas,
€ muito bem estabelecida. Contudo, somente nas ultimas décadas o papel da
adenosina como um importante mediador inflamatério em diversas desordens
pulmonares crbénicas e em doencas imunes vem sendo reconhecido (Spicuzza
e cols., 2006).
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A adenosina é constitutivamente encontrada em concentracdes baixas
em tecidos humanos que néo ultrapassam faixas nanomolares (400 — 600 nM),
na auséncia de condicbes patoldgicas (Arch & Newsholme, 1978, Zhou e cols.,
2009). A manutencdo de niveis fisiologicos de adenosina € finamente
controlada por sua re-captacdo, conversdao a inosina pela adenosina
deaminase (ADA), ou através de sua fosforilacdo pela acdo da adenosina
kinase, e consequente geracdo de AMP (Fredholm, 2007, Cicala & lalenti,
2013). No entanto, em resposta ao estresse metabdlico e dano celular, ocorre
um drastico aumento desse nucleosideo no fluido extracelular como resultado
do metabolismo de nucleotideos de adenina. ATP e ADP s&o desfosforilados a
AMP pela agao da ecto-5-nucleotidase CD39, e subsequentemente, ocorre a
clivagem enzimatica de AMP pela ecto-5-nucleotidase CD73 presente na
membrana plasmatica, elevando os niveis de adenosina no exterior da célula
(Zhou e cols., 2009, Fredholm, 2007, Cicala & lalenti, 2013). Quadros agudos
tais como observados na sepse e isquemia produzem adenosina em
concentragcdes que chegam a 10 yM. Concentragcbdes de adenosina na faixa de
100 yM podem ser atingidas em doencas cronicas como a artrite, asma e
DPOC (Zhou e cols., 2009, Cicala & lalenti, 2013).

A sinalizagdo de adenosina em resposta a estimulos nocivos exerce um
papel dual na modulacdo da homeostase tecidual, suscitando mecanismos
citoprotetores e anti-inflamatdrios, assim como, mecanismos pro-inflamatorios.
A exemplo disso, estudos mostram que elevadas concentracdes de adenosina
durante estagios agudos de inflamacao favorecem vias anti-inflamatérias e de
protecdo tecidual, entretanto, caso a inflamacdo prossiga sem resolucdo e
adquira uma natureza crbnica, a manutencdo de niveis aumentados de
adenosina pode levar a ativacdo de vias de exacerbacdo do processo
inflamatério e disfungéo tecidual (Zhou e cols., 2009, Blackburn, 2003, Linden,
2001). A heterogeneidade de tais efeitos ndo é surpreendente, posto que uma
grande variedade de vias de sinalizacdo intracelular é acessada em
decorréncia da ativacdo de receptores de adenosina (Blackburn, 2003). As
multiplas atividades biolégicas da adenosina resultam de sua interacdo a
quatro diferentes subtipos de receptores acoplados a proteina G (GPCR),
designados AAR, A2xAR, AsAR e AsAR. Esses receptores sdo amplamente

distribuidos pelo organismo e expressos em diversos tipos celulares; e
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sinalizam através de vias de transducao de sinal independentes, cuja ativacéo
pode implicar tanto em efeitos benéficos quanto prejudiciais ao
desenvolvimento ou persisténcia da inflamacao (Driver e cols., 1993, Fredholm
e cols., 2001). A capacidade da adenosina interagir com esses receptores,
assim como, a natureza da resposta resultante da ativacdo dos mesmos
dependem de fatores como afinidade de ligacao, densidade do receptor e do
tipo de proteina G envolvida (Polosa & Blackburn, 2009). Estudos mostram
que a atividade agonista da adenosina sobre receptores dos subtipos A;
(sinalizagao via Gijj) e Az (sinalizagéo via Gi/Gg) culmina em uma redugéo dos
niveis intracelulares de AMPc e, no curso de doencas crbnicas, esses
receptores podem regular funcdes pro-inflamatoérias e anti-inflamatérias. A
ativagdo dos receptores dos subtipos A,a (sinalizacdo via Gs) e Azg (sinalizacéo
via Gs/Gg) leva ao aumento dos niveis intracelulares de AMPc. O primeiro
medeia potentes ac¢bes anti-inflamatérias, enquanto o segundo promove

inflamagé&o (Figura 1.1) (Spicuzza e cols., 2006, Polosa & Blackburn, 2009).
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Figura 1.1. Vias de sinalizacdo ap0s ativacao de receptores de adenosina.
Adaptado de (Polosa & Blackburn, 2009).
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Diversas evidéncias sugerem que a sinalizacdo via adenosina tem papel
relevante na regulacdo da inflamacdo e injuria em doencas pulmonares
cronicas (Fredholm e cols., 2001, Polosa, 2002, Spicuzza e cols., 2003, Fozard,
2003, Grunig, 2003). Cushley e colaboradores demonstraram que a adenosina
quando inalada por pacientes asmaticos promove uma potente
broncoconstricgdo, fenbmeno esse ndo observado em individuos saudaveis
(Cushley e cols., 2004). Além disso, asméaticos apresentam niveis elevados de
adenosina no lavado broncoalveolar (Driver e cols., 1993). Consonante a essas
constatacbes, camundongos deficientes na enzima adenosina deaminase
(ADA™) desenvolvem um quadro de inflamacdo pulmonar severa e
remodelamento adverso das vias aéreas, refletindo as consequéncias dos altos
niveis de adenosina nos pulmfes desses animais, que podem alcancar
concentracbes comparaveis aquelas mensuradas em doencas pulmonares
cronicas (Blackburn, 2003, Driver e cols., 1993, Blackburn e cols., 2000). O
fenotipo pulmonar resultante da remogéo genética de adenosina deaminase em
camundongos é marcado por hiper-reatividade brénquica, eosinofilia, ativacéo
de macréfagos, desgranulacdo de mastocitos, acentuada secrecdo de muco
nas vias aéreas, aumento da expressao de moléculas fibrogénicas, deposicéo
de colageno e destruicdo do parénquima pulmonar semelhante a enfisema
(Blackburn e cols., 2000, Caruso e cols., 2006, Chunn e cols., 2005, Chunn e
cols., 2001, Zhong e cols., 2001). A inflamacao progressiva e o remodelamento
das vias aéreas sdo responsaveis pela subsequente faléncia respiratéria e
morte prematura desses animais. Muitas das caracteristicas fisiopatoldgicas
consequentes da delecdo de ADA sao também notadas em desordens
pulmonares como asma e DPOC, sugerindo que o aumento crénico de
adenosina pode afetar vias de sinalizacdo que medeiam mecanismos
patogénicos em doencas pulmonares cronicas (Blackburn, 2003, Blackburn e
cols., 2000). Dessa forma, a modulacdo farmacologica do sistema
adenosinérgico mostra-se clinicamente promissora. As oportunidades
terapéuticas geradas pelo desenvolvimento de ligantes com alta afinidade e
seletividade para os receptores de adenosina séo claras e tém sido exploradas

pela industria farmacéutica.
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1.6.1. Receptor de adenosina Aza (A2aAR)

Dentre os quatro diferentes receptores ativados por adenosina, 0S
receptores do subtipo A,a destacam-se por sua importante funcédo no controle
da inflamacéo. Esses receptores encontram-se amplamente distribuidos pelo
organismo e sdo altamente expressos em leucécitos, plaquetas e em algumas
areas do sistema nervoso central, ao passo que uma expressao intermediéria
tem sido encontrada em 6érgdos como pulméo e coracdo (Spicuzza e cols.,
2006, Fredholm e cols., 2001, Trevethick e cols., 2008). Embora as vias aéreas
ndo sejam o mais abundante sitio de expressao tecidual do receptor A,a, sabe-
se que ele esta presente em algumas células estruturais e em todas as
principais células imunorregulatérias envolvidas em doencas graves como
asma, DPOC e silicose. Assim, a atividade anti-inflamatéria e de reparo
tecidual associada a ativacao do receptor Aza nos pulmdes é orquestratada por
um amplo espectro de alvos celulares que inclui células musculares lisas,
fibroblastos, células epiteliais bronquicas, macréfagos residentes, mastocitos,
eosinofilos, neutrofilos e linfécitos (Hasko & Pacher, 2008, Polosa & Holgate,
2006).

A sinalizacdo decorrente da estimulacao do receptor Aa ativa a proteina
Gs em tecidos periféricos, elevando os niveis intracelulares de AMPc através
da ativacdo de adenilato ciclase. O aumento dos niveis de AMPc culmina
principalmente na ativacdo da proteina quinase A (PKA), a qual
subsequentemente ativa o substrato nuclear CREB, através de fosforilagdo da
serina 133. Posteriormente, CREB se liga ao cofator nuclear CBP e a p300, e
esse complexo, por sua vez, regula a expressdo de muitos genes. De maneira
interessante, CREB compete com o fator de transcricdo nuclear-kB (NF-kB)
pelo co-ativador CBP, e através desse mecanismo regula negativamente a
expressao de muitos genes pro-inflamatorios, suprimindo, consequentemente,
a expressdo de citocinas inflamatérias como TNF-a (Morello e cols., 2009).
Vias alternativas a via classica CAMP-PKA também podem ser ativadas como
aguelas que envolvem sinalizacdo atraves de MAPK (IJNK, ERK), PKC e
EPAC-1 (Hasko & Pacher, 2008, Fredholm e cols., 2007).

Indicios mais fortes do papel do receptor A, na regulacédo da inflamagéo

“in vivo” surgem com o estudo com animais deficientes neste receptor (AzaR™)
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publicado por Ohta e Sitkovsky (2001). Esse trabalho mostra que na auséncia
do receptor Aza, doses extremamente baixas de um estimulo inflamatorio, que
causam apenas danos teciduais minimos em animais normais, foram
suficientes para induzir extensivas lesfes teciduais associadas ao aumento dos
niveis de citocinas pro-inflamatérias e, eventualmente, a morte precoce de
animais A,xR”", confirmando as propriedades de protecéo tecidual dessa classe
de receptores de adenosina (Ohta & Sitkovsky, 2001). Estudos posteriores
confirmaram a importancia do receptor A;a em condicbes de inflamacéo
pulmonar crénica. A delecdo genética do receptor A,a acentuou o influxo de
células totais, eosindfilos, linfocitos e neutréfilos no lavado broncoalveolar e
aumentou a reatividade das vias aéreas em animais antigenicamente
sensibilizados e desafiados. Comparado a animais selvagens submetidos a
insultos antigénicos, camundongos A,x R’ alérgicos apresentam ainda uma
diminuicdo dos niveis de AMPc, aumento da ativacdo NF-kB e p-IkBaq,
associado a um maior estresse nitrosativo decorrente do aumento da
expressao de oxido nitrico sintase (iNOS), formacéo de 3-nitrotirosina (3-NT)
no lavado broncoalveolar e aumento da producdo de Oxido nitrico (NO) no
tecido pulmonar (Nadeem e cols., 2007). De modo semelhante, a remocao
genética de A,sR associada ao aumento dos niveis extracelulares de
adenosina resultante da delecdo conjunta de adenosina deaminase
(camundongos duplamente nocautes ADA”/A,xR™) culmina no aumento de
inflamac&o pulmonar, producdo de mucina, espessamente da parede dos
brébnquios devido a hipertrofia de musculo liso, hipertrofia do epitélio brénquico
e angiogénese. Além disso, camundongos ADA”/A,xR” morrem, em média,

+/+

trés dias antes que animais ADA”/AAR*", demonstrando a importancia desse
receptor na manutencao da homeostasia tecidual (Mohsenin e cols., 2007).
Dados da literatura sugerem que receptores de adenosina do subtipo
Aa funcionem como um “freio fisiol6gico” do processo inflamatério em
condicdes patoldgicas, ressaltando a existéncia de um potencial mecanismo
passivel de intervencdo farmacologica, por meio do desenvolvimento de
agonistas seletivos desse receptor (Trevethick e cols., 2008). Em razao disso,
diversas patentes de classes especificas de novas substancias com aplicacao
como agonistas A,n Vém sendo depositadas em 6rgdos competentes, assim

como, inimeras investigagbes pré-clinicas e clinicas estdo atualmente em
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progresso (Akkari e cols., 2006, Chen e cols., 2013). Além disso, recentemente
0 uso de um agonista seletivo A,a, denominado regadenoson (Lexican, Astellas
Pharma), foi aprovado pela agéncia reguladora de medicamentos dos Estados
Unidos (“Food and Drug Administration” - FDA) em testes de cintilografia de
perfusdo miocéardica (CPM) para diagnostico de doenca arterial coronariana
(DAC), com a finalidade de aumentar o fluxo sanguineo (Chen e cols., 2013, de
Lera Ruiz e cols., 2014). Diversos estudos pré-clinicos para avaliacdo da
eficacia farmacologica da ativacdo do receptor de adenosina A;a mostraram
igualmente resultados promissores. O agonista seletivo do receptor A, CGS
21680 (Novartis Pharma), reduziu significativamente o influxo de células
inflamatérias para os pulmbes apds desafios com ovoabulmina em ratos
(Fozard e cols., 2002). Olivier Bonneau e colaboradores demonstraram que o
tratamento com CGS 21680 reduziu o influxo de neutrofilos, eosinofilos,
macréfagos e linfécitos para os pulmdes apds o desafio com ovoalbumina em
camundongos. CGS 21680 demonstrou ainda atividade inibitéria sobre a
ativacdo de neutréfilos ante a estimulacdo com LPS/fMLP (Bonneau e cols.,
2006). No entanto, um segundo agonista Aza, GW328267X (GlaxoSmithKline),
ndo foi efetivo em triagens clinicas de Fase Il. GW328267X ndo mostrou
nenhuma prote¢do contra a inducdo de resposta asmatica de fase imediata ou
tardia em um estudo duplo cego controlado com pacientes asmaticos atépicos.
Uma das possiveis explicacdes para o fracasso de GW328267X em testes
clinicos baseia-se no fato de que foram utilizadas doses subterapéuticas do
composto (25 ug, duas vezes ao dia). Essa dose foi escolhida, uma vez que,
em triagens clinicas de Fase 1, doses mais altas causaram efeitos
cardiovasculares, como hipotensédo arterial e aumento da frequéncia cardiaca
(Benfatto & Polosa, 2008, Luijk e cols., 2008).

A ampla distribuicdo dos receptores de adenosina no organismo
contribui para os efeitos adversos associados a administracdo sistémica de
muitos ligantes desses receptores, condi¢cao que de fato dificulta sua aplicacao
na pratica clinica. Em face dessas evidéncias, a modulagdo farmacoldgica
desses receptores comeca a ser enquadrada por um novo angulo, em que
ligantes ortostéricos do receptor sdo preteridos em favor de uma classe
alternativa de agonistas com atividade em sitios alostéricos. Embora ainda

pouco explorado, o alosterismo de receptores A, € promissor, uma vez que
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esse tipo de ligante tem potencial para acentuar o efeito da adenosina
enddgena ao aumentar a afinidade desse nucleosideo pelo receptor. Assim, 0s
moduladores alostéricos representam uma alternativa interessante, ao
direcionar a resposta a adenosina seletivamente para locais de alta producao
desse nucleosideo, que em geral coincidem com sitios inflamatérios, reduzindo
assim possiveis efeitos adversos sistémicos (Antonioli e cols., 2014, Fredholm
e cols., 2001, Kimatrai-Salvador e cols., 2013).

1.7. Potencial anti-inflamatério de compostos acilidrazénicos

O Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBIo®) ligado a Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio
de Janeiro, tem concentrado esforcos no planejamento e sintese de novos
compostos de potencial terapéutico, a partir do safrol, um produto natural
extraido do 6leo de Sassafras (Ocoatea pretiosa) (Zapata-Sudo e cols., 2010,
Lima e cols., 2000, Silva e cols., 2005). Do ponto de vista quimico, a série
caracterizada pela presenca do grupamento farmacoférico N-acilidrazona,
considerado uma estrutura privilegiada, que tem atraido interesse
farmacoldgico e clinico, dentre outros aspectos, por estar associado a varias
moléculas marcadas pela atividade anti-inflamatéria (Fraga & Barreiro, 2006).
O composto 3,4-metilenodioxibenzoil-2-tienilidrazona, nomeado LASSBio-294
(Figura 1.2), principal representante da série, destacou-se por possuir
importantes ac¢fes cardio-protetoras, incluindo atividade inotropica positiva,
vasodilatadora e antifibrética, que o qualificam como um verdadeiro composto-
protétipo de farmaco para o tratamento da insuficiéncia cardiaca e/ou muscular
(Barreiro, 2002). Considerando o interessante perfil farmacoldgico de LASSBio-
294, foram posteriormente sintetizados cerca de 50 novos analogos do
LASSBI0-294, planejados com base em trocas isostéricas diversas.

Dentre estes analogos, encontra-se o composto LASSBIi0-897, molécula
central na presente tese. Essencialmente, LASSBIi0-897 resulta de discreta
alteracdo na estrutura do composto protétipo LASSBIi0-294, com a tioenila
movendo-se da posicao 2 para a 3 do anel lateral (Figura 1.2). LASSBio-897

mostrou-se potente agente vasodilatador em ratos espontaneamente
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hipertensos, sendo cerca de 200 vezes mais potente que o composto original,
LASSBI0-294, em produzir vasodilatacdo em anéis de aorta de ratos (Zapata-
Sudo e cols.,, 2010). Em adicdo a esses achados, demonstrou-se que
LASSBIi0-897 apresenta importantes efeitos anti-inflamatérios e antifibréticos
em protocolos experimentais que simulam o infarto do miocardio em ratos
(dados néo publicados — Consércio Pronex/INCT-INOFAR). As atividades anti-
inflamatdrias e antifibroticas desempenhadas por LASSBIio-897 apos
tratamento por via oral desperta interesse no aprofundamento das
investigacdes acerca da potencialidade desse composto em outras condi¢cdes
patologicas, a exemplo das doencas pulmonares inflamatérias crénicas, como
asma e silicose.

LASSBio-294 LASSBio-897

- -

- ~
P . S
( Isosterismode
anéis /
~ -

i

Figura 1.2. LASSBIi0-897 resulta de um isosterismo de anéis. Uma discreta
alteracdo da localizacdo da tioenila que muda da posi¢do 2, como no protétipo
LASSBI0-294, para a posi¢cao 3 do anel ligado ao grupamento acilidrazona.

Em estudo realizado com a finalidade de definir-se possiveis alvos
moleculares responsaveis pelas propriedades farmacolégicas de LASSBi0o-897
realizou-se uma bateria de testes contratados junto a empresa francesa
CEREP. Observou-se que dos 100 alvos testados, LASSBIio-897 mostrou

possuir apenas afinidade de ligacdo ao receptor de adenosina do subtipo Aza.
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Verificou-se que a uma concentragdo de 10 uM, LASSBio-897 foi capaz de
inibir em 72% a associacdo do radioligante especifico, [*H]CGS 21680, ao
receptor A,a em células humanas da linhagem HEK 293 (dados nédo publicados
- Consorcio Pronex/INCT-INOFAR). Investigacdes adicionais foram realizadas
a fim de elucidar os possiveis mecanismos de interacdo farmacoldgica do
composto LASSBIi0-897 ao receptor Aya expresso em células da linhagem HEK
293 transfectadas com uma luciferase ativada por AMP. (HEKGIo). Observou-
se que LASSBIi0-897 ndo é um agonista deste receptor, uma vez que nao foi
capaz de induzir aumento dos niveis intracelulares de AMP.. No entanto,
investigacdes posteriores revelaram que LASSBIi0-897 foi capaz de potenciar o
efeito agonista da adenosina em um mecanismo dependente do receptor Aza,
visto que o antagonista seletivo desse receptor, SCH 58621, impediu o efeito
potencializador de LASSBIi0-897 sobre o aumento dos niveis intracelulares de
AMPc induzido pela adenosina (Carvalho, V. F.; dados ndo publicados —
Laboratorio de Inflamag&o / Consorcio Pronex/INCT-INOFAR). De acordo com
esses achados, LASSBIi0-897 atuaria como um modulador positivo do sitio
alostérico do receptor Aga.

As importantes acfes anti-inflamatorias e antifibroticas desempenhadas
por LASSBIi0-897 em associacao as evidéncias de sua modulacdo alostérica
sobre receptores de adenosina A,a, propriedades farmacolégicas de interesse
para o controle de doencas inflamatérias crbénicas, fundamentam uma
investigacdo mais aprofundada da acdo desse composto em modelos
experimentais de inflamacao e injuria pulmonar em resposta a alérgeno, LPS e

particulas de silica, visando definir sua potencial aplicacéo terapéutica.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O estudo visa avaliar o potencial anti-inflamatério e antifibrético do
composto N-acilhidrazénico, LASSBi0-897, em distintos modelos experimentais
de doencas inflamatérias pulmonares com o propésito primordial de priorizar

potenciais oportunidades de aplicacédo clinica.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar a eficacia do tratamento oral profilatico com LASSBIi0-897 com
base em modelo murino de resposta asmatica aguda induzida por provocacao

alérgica;

2.2.2. Avaliar a eficacia do tratamento com LASSBIi0-897, “in vitro”, sobre a

desgranulacéo anafilatica de mastécitos;

2.2.3. Avaliar a eficacia do tratamento com LASSBIi0-897, “in vitro”, sobre a

proliferacédo e sobrevida de células T,

2.2.4. Avaliar a eficacia dos tratamentos terapéutico e profilatico com LASSBio-
897 com base em modelo murino de resposta asmatica crbnica induzida por

provocacao alérgica;

2.2.5. Avaliar a eficacia do tratamento com LASSBio-897 com base em modelo
murino de leséo pulmonar aguda induzida por LPS;

2.2.6. Avaliar a eficacia do tratamento terapéutico com LASSBIi0o-897 com base

em modelo murino de silicose;

2.2.7. Avaliar a eficacia de LASSBIi0-897 sobre a ativacdo de mastocitos,

células epiteliais, macréfagos e fibroblastos estimulados com silica “in vitro”.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos das cepas A/J e Swiss-Webster, machos
e fémeas, com peso corporal entre 18 e 20 gramas, fornecidos pelo Centro de
Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da Fundagdo Oswaldo Cruz. Os
animais foram acondicionados em grupos de no maximo cinco animais por
caixa, com livre acesso a racao e agua, e mantidos sob condi¢des controladas
de temperatura e umidade (21+ 2°C e 50 * 10%, respectivamente). Todos o0s
experimentos envolvendo animais foram realizados dentro das normas
preconizadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Laboratorio da
Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ), segundo as licencas LW-23/10
(A/J) e L-034/09 (Swiss-Webster).

3.2. LASSBIi0-897

O composto LASSBIi0-897 foi fornecido pelo Laboratério de Avaliacdo e
Sintese de Substancias Biotivas (LASSBio®). Em ensaios “in vivo”, 0 composto
foi solubilizado em Tween 80 a 0,2% e salina estéril. Para a realizacdo de
ensaios “in vitro” envolvendo cultura de células, LASSBIio-897 foi solubilizado
em DMSO (Sigma Chemical Co), sendo mantidas concentracdes finais
méaximas de 0,1% do veiculo. Em ambos os casos, as solu¢cbes foram

preparadas sempre imediatamente antes do uso.

3.3. Modelos experimentais

3.3.1. Protocolo de sensibilizag&o e desafio antigénico com ovoalbumina

Utilizamos dois diferentes protocolos envolvendo sensibilizacdo a
ovoalbumina (Sigma Chemical Co). O primeiro modelo experimental de asma
empregado no estudo reproduz um quadro de inflamagcdo pulmonar aguda

induzida por ovoalbumina, onde camundongos A/J machos foram ativamente
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sensibilizados nos dias 0 e 14 através da injecao subcutanea dorsal de 200 pL
de uma suspensao contendo 50 ug ovoalbumina e 5 mg de gel de hidroxido de
aluminio em salina 0.9% estéril. No 19° e 20° dia, os animais foram
anestesiados por meio da aerossolisacdo de halotano (Tanohalo, Cristalia) e
submetidos ao desafio antigénico através de instilacdo de 25 pL de uma
solugéo salina contendo 25 pg de ovoalbumina por via intranasal. O tratamento
com LASSBI0-897 foi realizado, por via oral, 1 h antes de cada provocacéo

antigénica (Figura 3.1).

e LASSBio-897 (v.0.) _
Al Tachos (1 hora antes do desafio)
0 14 l’ 19 l 20 21 (Dias)
I —————— e I S |
Sensibilizagao s.c. Booster s.c. ' I
OVA + AI(OH), OVA + Al(OH), Desafio (i.n.)
OVA 25 pg/25 pL Andlises

Figura 3.1. Esquema do modelo experimental de inflamac&o pulmonar aguda

induzida por ovoalbumina.

O segundo protocolo experimental de asma empregado buscou
mimetizar o quadro de inflamacdo pulmonar crénica desencadeado pela
exposicao a alérgeno. Para tanto, os animais foram ativamente sensibilizados
nos dias 0 e 7, e desafiados com 25 pyL de uma solugao salina contendo 50 g
de ovoalbumina, por via intranasal, 1 vez por semana durante 4 semanas
consecutivas. O tratamento terapéutico foi realizado na condicdo de um quadro
inflamatorio j& instalando, onde LASSBIi0-897 foi administrado apenas nas duas
tltimas semanas de desafios (Figura 3.2 A). Enquanto, o tratamento profilatico
foi realizado da primeira a quarta semana, 1 h antes de cada desafio antigénico
(Figura 3.2 B).

Em ambas as condigcbes experimentais, o grupo controle foi
representado por animais ativamente sensibilizados e desafiados com salina

estéril e as andlises foram realizadas 24 h apos o ultimo desafio.
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Figura 3.2. Esquema do modelo experimental de inflamacdo pulmonar crénica
induzida por ovoalbumina. As figuras A e B ilustram a administracdo

terapéutica e profilatica de LASSBIi0-897, respectivamente.

3.3.2. Protocolo de inducéo de inflamacédo pulmonar desencadeada pelo

desafio com LPS

Camundongos A/J fémeas foram previamente tratados com LASSBio-
897 e, apds 1 h, submetidos a anestesia por halotano e desafiados por via
intranasal com uma solugcéao salina contendo 25 pg de LPS (Sigma Chemical
Co) em um volume final de 25 pL. O grupo controle foi representado por
animais desafiados com mesmo volume de salina estéril. As analises foram

realizadas 24 h apds o desafio.
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Figura 3.3. Esquema do modelo experimental de inflamag&o pulmonar aguda

induzida por LPS.

3.3.3. Protocolo de indugé&o de silicose experimental

Camundongos Swiss-Webster machos foram anestesiados mediante
aerossolizacdo com halotano e desafiados por via intranasal com uma solucéo
salina contendo 10 mg de silica (SiO, — particulas com tamanho entre 0,5 e 10
pm — Sigma Chemical Co) em um volume final de 50 pL de salina estéril. O
tratamento terapéutico com LASSBIi0-897, por via oral, foi realizado diariamente
num periodo compreendido entre os dias 21 e 27 apds o desafio com silica. As
andlises foram realizadas decorridas 24 h do dltimo tratamento com LASSBio-
897.

>

‘\ e LASSBio-897 (v.0.)

Swiss-Webster l l 1 l l 1
0 21 22 23 24 25 26 27 28 (Dias)
. § & __§ & @& §®§ &8 &
1

Silica (10 mg)

Desafio (i.n.) Analises

Figura 3.4. Esquema do protocolo de inducéo de silicose experimental.
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3.4. Avaliacéo de hiper-reatividade das vias aéreas e funcédo pulmonar

A avaliacdo da funcdo pulmonar foi realizada através de pletismografia
de corpo inteiro invasiva (Buxco). Os animais foram anestesiados, por via
intraperitoneal, com 60 mg/kg de nembutal e curarizados com 1 mg/kg de
brometo de pancurénio (Pavulon®). Apés traqueostomia para a insercdo de
uma canula, os animais foram acomodados em uma cama aquecida para
manutencdo da temperatura corporal. Em seguida, a canula endotraqueal foi
conectada a um ventilador mecanico com a finalidade de manter os parametros
de fluxo e volume constantes. Concomitantemente, um cateter preenchido com
agua foi inserido por via oral para deteccdo da presséo esofagiana. A deteccéo
do fluxo respiratorio foi realizada através de um pneumotacégrafo acoplado a
camera do pletismografo. Os valores de pressdo esofagiana e presséo
resultante do fluxo respiratério foram registrados e transferidos a um
computador através de um transdutor ligado a camara do pletismografo. Os
parametros de resisténcia (cmH,0.s/mL) e elastancia (cmH,O/mL) pulmonares
foram determinados a partir processamento dos valores de fluxo e presséo
através do software ByoSystem XA.

A avaliacdo da hiper-reatividade das vias aéreas foi realizada mediante
aerossolizacdo de concentracfes crescentes (3, 9 e 27 mg/mL) de metacolina,
onde a resposta a cada dose do agente broncoconstrictor foi registrada durante

5 minutos.
3.5. Lavado broncoalveolar

Ap0s a andlise de funcdo pulmonar, os camundongos foram sacrificados
através de anestesia terminal com 500 mg/kg tiopental (Thiopentax, Cristalia)
por via intraperitoneal, e em seguida, a traqueia foi dissecada e canulada. O
lavado broncoalveolar (BAL) foi obtido através de trés lavagens consecutivas
com 0,5 mL de salina tamponada (PBS) contendo EDTA (10 mM). As amostras
foram centrifugados 110 x g durante 10 min, e ao “pellet” resultante foi
adicionado 250 pL de PBS/EDTA 10 mM. Aliquotas das amostras foram
diluidas em Turk (acido acético glacial 2% e azul de metileno) a uma

proporcdo de 1:10 e a contagem de células totais foi realizada em camara de
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Neubauer em microscopio de luz. A contagem diferencial de células
mononucleares, eosindfilos e neutrdfilos foi realizada em amostras
citocentrifugadas a uma rotacéo de 47 x g, por 5 min (Incibras) e corados pelo
método de May-Grunwald-Giemsa. A avaliacao foi feita em microscopio 6tico

com objetiva de imersao em Oleo (objetiva 100x).

3.6. Obtencao de tecido pulmonar

Apés a realizagcdo do lavado broncoalveolar, os pulmdes foram
perfundidos, com o auxilio de uma cénula intracardiaca, com salina contendo
10 mM de EDTA, seguido da remocao dos pulmdes. O lobo direito do pulmé&o
foi fragmentado, pesado, congelado em nitrogénio liquido e conservado a -
80°C para analises posteriores. O lobo esquerdo foi infundido com formol
tamponado a 10% e conservado na mesma solucdo até o processamento

histologico.

3.7. Andlise histoldgica

O processamento do tecido pulmonar para andlise histopatologica
incluiu as etapas de desidratacdo em gradientes crescentes de etanol,
clarificacdo em xilol, e inclusdo em parafina. Cortes histolégicos com
espessura de 4 um foram obtidos das amostras de tecido pulmonar, e
submetidos a coloragdo com Hematoxilina & Eosina (HE), picro-sirius ou
destinados as analises por imunohistoquimica. As andlises foram realizadas
em microscopio de luz (Olympus U-TV1X) e as imagens foram obtidas através
de uma camera de video acoplada ao microscépio (Olympus Q Color 3 —
0044C-194). A aquisicao das imagens digitais foi realizada mediante utilizacao

de um software de andlise (Q capture - versdo 3.1).

3.8. Anélise morfométrica

Para determinar a area ocupada por granuloma no pulméao, utilizou-se a
técnica de contagem de pontos (Cruz-Orive & Weibel, 1990, Sakae e cols.,

1994). Para tanto, um reticulo, contendo um sistema de 100 linhas e 50
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segmentos de reta paralelos, foi afixado a ocular do microscépio. Foram
avaliados 10 campos aleatérios e ndo coincidentes por lamina em aumento de
200x. O numero total de pontos que interceptaram granulomas foi divido pelo
namero total de pontos do reticulo, a fim de determinar a fracdo de area do
tecido pulmonar ocupada por granuloma. Os valores encontrados foram

expressos sob a forma percentual (%).

3.9. Imunohistoquimica

Para identificacdo do perfil das populagc6es de macrofagos e fibroblastos
no tecido pulmonar, verificou-se a expressao das proteinas F4/80 e a-SMA,
respectivamente, através da técnica de imunohistoquimica. Para tanto, cortes
do tecido pulmonar foram fixados em laminas previamente tratadas com poli-L-
lisina (Sigma Chemical Co.) e submetidos ao processo de desparafinizacao
com xilol e hidratacdo com banhos de concentracfes crescentes de etanol. Em
seguida, foi realizada a etapa de recuperacéo antigénica, onde os cortes foram
incubados com ureia 3 M durante 15 min. Apds esse tempo, foram realizadas 3
lavagem sucessivas com TBS (Tris-HCI 0,05 M + NaCl 0,5 M, pH 7,6),
seguidas da incubacdo com H,O, 3% em metanol durante 15 min para
inativacdo de peroxidase enddgena. Apos lavagem com TBS, foi realizado o
bloqueio de sitios de ligacdo inespecifica com BSA 5% em Tris-HCL 0,05 M
durante 1 h. Posteriormente, foi realizada a incubacdo com anticorpo primario
anti-F4/80 (1:100, Serotec) ou anti-a-SMA (1:800, Sigma) durante 12 h a 4°C.
As laminas foram novamente lavadas com solucdo de TBS e foi realizada a
incubacdo com anticorpo secundario anti-lgG conjugado a HRP para F4/80
(1:80; anti-lgG de camundongo, Serotec) e para a-SMA (1:80; anti-lgG de
cabra, R&D) durante 2 h em temperatura ambiente. As laminas foram lavadas
com TBS e foi realizada a revelacdo da atividade da peroxidase através da
incubacdo com 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) entre 10 a 20 min. Apos lavagem
com agua destilada, os cortes de tecido pulmonar foram contra-corados com
hematoxilina de Mayer durante 1 min. Em seguida, as laminas foram montadas
em meio aquoso contendo gelatina. As andlises foram realizadas em
microscopio de luz (Olympus U-TV1X) e as imagens foram obtidas através de

uma camera de video acoplada ao microscopio (Olympus Q Color 3 — 0044C-

35



194). A aquisicdo das imagens digitais foi realizada mediante utilizacdo de um
software de analise (Q capture - versdo 3.1). As analises quantitativas foram
realizadas através do software Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics) e os

resultados expressos em pixel/um?.

3.10. Microscopia de polarizacao

A presenca de particulas de silica e a densidade de fibras de colageno
no tecido pulmonar foram avaliadas através de microscopia de polarizacdo em
cortes corados com picro-sirius. As imagens foram obtidas através de uma
camera de video acoplada ao microscopio (Olympus Q Color 3 — 0044C-194).
A aquisicdo das imagens digitais foi realizada mediante utilizacdo de um

software de andlise (Q capture - versao 3.1).

3.11. Quantificacao de mediadores inflamatérios por ELISA

O tecido pulmonar foi homogeneizado em uma solucdo de PBS
contendo 0,1% de Triton X-100 (Armesham Biosciences) e um coquetel de
inibidores de proteases (Complete — Roche). O homogenato resultante foi
centrifugado a 3500 rpm durante 10 min a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e
armazenado a -20°C.

A produgcdo de mediadores inflamatorios foi mensurada através do
ensaio “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA). Para a realizacao do
ensaio, placas de 96 pocos foram utilizadas, e a cada poco foi adicionado 100
ML do anticorpo capturador, o qual foi mantido em incubagao por um periodo de
18 h a temperatura ambiente. Apds esse tempo, as placas foram lavadas e foi
realizado o bloqueio de ligacdes inespecificas com 250 pL de PBS/BSA 1% por
poco durante 1 h. As amostras e os padrées foram diluidos em tampéao de
ensaio contendo soro fetal bovino 2%, e em seguida, adicionadas aos pocos,
permanecendo incubados durante 18 h a 4°C. Apés a lavagem da placa com
tampdao de ensaio, 0 anticorpo de deteccéo biotinilado foi aplicado aos pocos.
Decorrida 1 h, outra lavagem foi realizada e adicionou-se a enzima neutravidina
conjugada a HRP. Apés a lavagem das placas, o substrato (K-Blue®) foi

adicionado. Decorrida a reacdo colorimétrica (5 — 30 min), a mesma foi
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interrompida com a adicdo de H,SO4 (0,19 M). A leitura de densidade Optica
(DO) foi realizada em espectrofotometro no comprimento de onda de 450 nm.
Os resultados foram expressos em mg de tecido pulmonar ou pg/mL nas

amostras de sobrenadante de cultura.

3.12. Quantificacao de coldgeno por Sircol

A guantificacdo do conteudo de colageno presente no pulmdo ou no
sobrenadante da cultura foi realizada através da técnica de Sircol (Biocolor). O
processamento do tecido pulmonar foi realizado em uma solugéo de Tris 0,05
M + NaCl 1 M. O macerado resultante foi mantido a 4°C durante 18 h. Passado
o periodo de incubacao, o macerado foi centrifugado a 10.000 x g durante 1 h a
4°C. Aliquotas de 20 puL do macerado do tecido pulmonar ou do sobrenadante
da cultura de fibroblastos pulmonares foram incubadas com 1 mL do reagente
Sirius Red durante 30 min em temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas e o precipitado resultante foi solubilizado em
reagente Alkalin, permanecendo sob incubacdo durante 10 min. A
quantificacdo foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 590

nm.

3.13. Western Blotting

A expresséo do fator de transcrigdo nuclear NF-kB foi avaliada no tecido
pulmonar através da técnica de Western Blotting. Para tanto, fragmentos do
tecido pulmonar foram macerados em solu¢cdo de PBS contendo coquetel de
inibidores de proteases (Complete — Roche). O homogenato resultante foi
centrifugado a 3500 rpm durante 10 min a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e
armazenado, e em seguida, foi realizada a quantificacdo de proteinas através
de um meétodo de deteccdo colorimétrica utilizando-se acido bichinchoninico
(BCA). Apos adicao de tampédo de amostra SDS-PAGE (Tris 0,1 M pH 6,8, SDS
4%, B-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,2% e glicerol 2%) a aliquotas do
sobrenadante contendo 100 pg de proteina, foi realizado aquecimento a 95°C
durante 5 min. As amostras foram submetidas a corrida eletroforética em gel de

poliacrilamida (10%), contendo SDS, a uma diferenca de potencial de 120 V.
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Em seguida, as proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de
nitrocelulose. O bloqueio de sitios de ligacdo inespecificos foi realizado através
da incubagdo das membranas com BSA 5% durante 1 h em temperatura
ambiente. Em seguida, foi realizada a incubacéo “overnight” com anticorpo
primario (NF-kB p65, Santa Cruz) a 4°C sob agitacdo. Apos 3 lavagens
consecutivas com TBS-T, foi realizada a incubagdo com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase durante 1 h. Em seguida, outra etapa de lavagem com
TBS-T foi realizada e a detec¢cédo das bandas foi realizada através da adi¢cao do
substrato ECL (GE Healthcare).

3.14. Avaliagao de células alvo “in vitro”

3.14.1. Linfécitos

Camundongos DO11.1 (TCR Tg) foram sacrificados em camara de CO,
e os linfonodos cervicais, axilares e inguinais foram removidos. Em seguida, 0s
linfonodos foram macerados em 1 mL de meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium, Sigma Chemical Co.) suplementado com 20% de soro fetal
bovino (SBF, Gibco), aminoacidos ndo essenciais 0,1 mM (Gibco),
aminoacidos essenciais 1x (Gibco), vitaminas 1x (Gibco), L-glutamina 2 M
(Sigma Chemical Co.), B-mercaptoetanol 55 uM (Gibco), penicilina 1x10° U/mL
(Gibco), estreptomicina 0,2 g/mL (Gibco). O macerado resultante foi
centrifugado a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C e o precipitado foi
ressuspendido em meio. As células foram diluidas em Azul de Tripan 0,2% e
contadas em camara de Neubauer em microscopio de luz. Na sequéncia, as
células foram semeadas em placas de 24 pocos a uma densidade de 1 x 10°
células/poco e incubadas com 0,5 mg/mL de ovoalbumina e diferentes
concentracdes de LASSBi0-897 (10° a 10 M) ou 50 pg/mL de dexametasona
(Sigma Chemical Co.) durante 72 h em atmosfera de 5% CO, a 37°C. Apos
esse periodo de tempo, as células foram recolhidas e centrifugadas a 1500 rpm
durante 5 min a 4°C. O precipitado resultante foi ressuspendido em 300 puL de
iodeto de propideo (Sigma Chemical Co.) e, em seguida, transferidos para

tubos de citometria, permanecendo incubados durante 15 min, ao abrigo da luz,
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a 8°C. As amostras foram analisadas em citbmetro de fluxo FACSCalibur™

(BD Biosciences) no canal FL3.

3.14.2. Masto6citos

Para quantificagdo de desgranulagéo anafilatica, foram utilizadas células
da linhagem RBL-2H3. As células foram cultivadas em meio DEMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium, Sigma Chemical Co.) suplementado com
15% de soro fetal bovino (Cultilab), penicilina (1x10° U/mL) e estreptomicina
(0,2 g/mL) e mantidas em atmosfera contendo 5% de CO, a 37°C.

Para a quantificacdo de desgranulacdo induzida por silica, foram
utilizadas mastocitos diferenciados da medula 6ssea de camundongos Balb/c.
Para tanto, os animais foram sacrificados e as tibias e fémures removidos. Em
seguida, cada cavidade o6ssea foi lavada com 5 mL de meio RPMI
suplementado com 20% de SBF. O contetdo removido da cavidade 6ssea foi
homogeneizado e centrifugado a 277 x g durante 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspendidas em 40 mL de meio RPMI
suplementado com 30% de meio condicionado de WEHI. Apdés a quarta
passagem, a populacdo celular foi caracterizada através de coloragdo com
Giemsa e azul de toluidina, onde 95% das células foram identificados como
mastocitos.

A avaliacdo da desgranulacdo de mastdcitos foi realizada através da
quantificacdo da taxa de liberacdo de [p-hexosaminidase (B-hex) no
sobrenadante da cultura, conforme anteriormente descrito (Han e cols., 2009).
Para realizacdo do ensaio, células em confluéncia foram tripsinizadas com uma
solucéo de tripsina 0,125% (Gibco BRL) e EDTA 0,02% (Sigma Chemical Co.),
centrifugadas a 1000 rpm por 5 min e 1,25 x 10° células/poco foram semeadas
em placas de 48 pocos. Para avaliacdo de desgranulacdo anafilatica, as
células foram sensibilizadas com IgE anti-DNP (1 ug/mL, Sigma Chemical Co.)
e incubadas por 20 h. Em seguida, as células foram incubadas com LASSBio-
897 (107 a 10™ M) ou veiculo (DMSO 0,1%) durante 1 h. Apés esse periodo, as
células foram estimuladas com DNP-BSA (10 ng/mL, Sigma Chemical Co.) em
meio tyrode durante 45 min. Quando avaliou-se a desgranulagao induzida por

silica, as células foram incubadas com LASSBi0-897 (10" a 10 M) ou veiculo
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(DMSO 0,1%) durante 1 h e, em seguida, estimuladas com 300 pg/mL de silica
durante 90 min. Em ambas as condi¢fes, o sobrenadante foi recolhido e as
células foram lisadas com 20 yL de Triton X-100 1%. Em seguida, 10 pyL do
sobrenadante da cultura ou do lisado celular foi incubado com 40 pL do
substrato (p-nitrofenil-B-D.2-acetamido-2-deoxi-glicopiranosideo 4 mM em
tampéao de citrato de sédio, pH 4,5). A reacéo foi interrompida com a adi¢do de
150 pL de glicina 0,2 M. A secrecao de B-hexosaminidase foi mensurada
através de um espectrofotbmetro no comprimento de onda de 405 nm. A
liberacdo de B-hexosaminidase foi expressa como uma percentagem da [3-

hexosaminidase total presente na célula.

3.14.3. Células epiteliais humanas

Foram utilizadas células de uma linhagem de pneumdcitos tipo |l
derivados de adenocarcinoma pulmonar humano, A549, fornecida pelo Banco
de Células do Rio de Janeiro — BCRJ/UFRJ. As células foram cultivadas em
meio DEMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium, Sigma Chemical Co.)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (Cultilab), penicilina (1x10° U/mL) e
estreptomicina (0,2 g/mL) e mantidas em atmosfera contendo 5% de CO, a
37°C. Para realizacdo do ensaio, foram utilizadas placas de 24 pocos e as
células foram semeadas a uma densidade de 0,5 x10° células/poco. Apés 18 h,
as células foram incubadas com LASSBIi0-897 (10° a 10 M) durante 1 h. Em
seguida, foi realizada a estimulacédo das células com particulas de silica (300
pg/mL) durante 24 h sob atmosfera de 5% de CO, a 37°C. ApGs esse tempo, 0
sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80°C para posterior quantificacédo
de IL-8.

3.14.4. Macrofagos alveolares

Foram utilizadas células de uma linhagem de macréfagos alveolares
murinos, AMJ2C11, fornecida pelo Banco de Células do Rio de Janeiro —
BCRJ/UFRJ. As células foram cultivadas em meio DEMEM (Dulbecco’s

Modified Eagles Medium, Sigma Chemical Co.) suplementado com 5% soro
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fetal bovino (Cultilab), penicilina (1x10° U/mL) e estreptomicina (0,2 g/mL) e
mantidas em atmosfera contendo 5% de CO, a 37°C. Para realizacdo do
ensaio, foram utilizadas placas de 24 pocos e as células foram semeadas a
uma densidade de 5 x10°/poco. Apés 18 h, as células foram incubadas com
LASSBi0-897 (10° a 10° M) durante 1 h. Em seguida, foi realizada a
estimulacédo das células com particulas de silica (300 ug/mL) durante 6 h sob
atmosfera de 5% de CO, a 37°C. AplOs esse tempo, o sobrenadante foi

recolhido e armazenado a -80°C para posterior quantificacdo de TNF-a.

3.14.5. Cultura primaria de fibroblastos pulmonares

Os camundongos Swiss Webster foram sacrificados 7 dias apds o
desafio com silica ou salina. Apos toracotomia, em condicbes assépticas, 0s
pulmdes foram perfundidos através do coracdo com 20 mL de PBS (Sigma
Chemical Co.) estéril. Os pulmdes foram, entdo, removidos e cortados em
pequenos pedacos e passaram por duas etapas de digestao
enzimatica/mecéanica. Cada etapa de digestdo enzimatica/mecanica consistiu
na incubacéo dos fragmentos de tecidos pulmonar com colagenase tipo 1A (1
mg/mL; Gibco BRL), sob agitacdo, durante 1 h a 37°C. O digerido resultante foi
filtrado através de uma malha de nylon e centrifugado a 504 x g durante 10 min
a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em meio DEMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium, Sigma Chemical Co.) suplementado com 20% de soro fetal
bovino (Cultilab), penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (0,1 mg/mL) e
adicionado a garrafas de cultura de 75 cm? (Corning Costar Corporation). As
células foram mantidas em cultura de monocamadas até a confluéncia e
tripsinizadas com uma solucao de tripsina 0,125% (Gibco BRL) e EDTA 0,02%
(Sigma Chemical Co.). A populagéo celular foi caracterizada, apds a terceira
tripsinizagdo, pela expressdao de a-actina de musculo liso através de

imunocitoquimica.
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3.14.6. Ensaio de proliferacéao de fibroblastos pulmonares

Para avaliacdo da proliferacdo de fibroblastos, as células foram
semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 12,5 x10° células/ poco.
Ap6s 24 h, as células foram incubadas com LASSBIio-897 (10° a 10° M)
durante 1 h e, em seguida, foram estimuladas com IL-13 (40 ng/mL). Ap0s
incubacdo por um periodo de 20 h, 0,5 uCi de timidina*™*H (Metil-*H-Timidina,
Amersham) foi adicionado a cada poc¢o. Decorrido o periodo de 4 h de
incubacdo com timidina*™H, a emisséo de radioatividade foi mensurada em um

contador de particulas beta (Beckman, Série LS-6500).

3.15. Analise estatistica

Os resultados foram representados como Média + Erro Padrdo da
Média. As diferengas entre as variaveis foram estatisticamente analisadas
através de analise de variancia ANOVA e, posteriormente, foi realizado o teste
de comparacdo multipla de Newman-Keuls-Student. Comparacfes entre dois
grupos experimentais foram atestadas através da aplicagdo do teste 1" de
Student para amostras ndo pareadas. Os parametros de area de granuloma
foram representados em forma percentual (%). Com a finalidade de permitir a
utilizacdo dos testes de variancia descritos acima, os valores foram
previamente submetidos a transformacéo arcoseno para tornar sua distribuicdo

proxima a normal. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Efeito do tratamento profilatico com LASSBio-897 sobre a resposta

pulmonar aguda induzida por ovoalbumina em camundongos

A asma apresenta bastante heterogeneidade clinica quanto a severidade
da doenca. Assim, iniciamos o estudo sobre os efeitos do composto LASSBio-
897 em um modelo experimental de asma que reproduz um quadro de
inflamac&o pulmonar aguda. Avaliamos inicialmente a acdo de LASSBIio-897
sobre a funcdo pulmonar e a hiper-reatividade das vias aéreas de
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Verificamos que animais
submetidos ao desafio antigénico apresentaram niveis basais de resisténcia
pulmonar aumentados em relacdo aos seus respectivos controles. Mediante a
aerossolizacdo de concentracbes crescentes (3 — 27 mg/mL) do agente
colinérgico brococonstrictor, metacolina, observou-se a intensificacdo da
resposta de resisténcia pulmonar de maneira concentracdo-dependente, tanto
nos animais controle como nos animais desafiados com OVA, sendo esses
altimos nitidamente mais reativos a estimulacdo. A administracdo profilatica da
maior dose de LASSBIi0-897 (5 mg/kg) mostrou efeito inibitério sobre a
resposta de resisténcia pulmonar produzida pelas concentracdes de 9 e 27
mg/mL de metacolina nos animais antigenicamente desafiados, enquanto a
dose de 2 mg/kg de LASSBIi0-897 foi efetiva apenas em resposta a estimulagao
com a maior concentracdo de metacolina (Figura 4.1 A). Observamos um perfil
semelhante no que concerne ao parametro de elastancia pulmonar, onde
verificou-se a presenca de niveis basais mais elevados nos animais expostos
ao alérgeno, quando comparado ao grupo controle. Evidenciou-se ainda uma
resposta acentuada quando esses animais foram submetidos a estimulacdo
com metacolina, tornando-se notdria a presenca de hiper-reatividade no quadro
asmatico. Nessas condi¢des, o pré-tratamento com o composto LASSBio-897
nas concentracdes de 2 e 5 mg/kg inibiu as alteracfes de elastancia pulmonar,
comparado ao grupo controle ovoalbumina (Figura 4.1 B).

O estabelecimento do quadro inflamatério é crucial na evolugcdo da
patologia da asma, assim, avaliamos o desempenho do tratamento com

LASSBIi0-897 sobre o infiltrado de leucécitos no lavado broncoalveolar de
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animais desafiados com ovoalbumina. As analises revelaram alteracbes no
perfil de células inflamatoérias, recuperadas no espaco broncoalveolar,
desencadeadas pela exposicdo ao antigeno, onde observamos uma elevacéo
do numero de leucécitos totais (Figura 4.2 A) que foi acompanhado pelo
expressivo aumento de células mononucleares (Figura 4.2 B), eosinofilos
(Figura 4.2 C) e neutrdfilos (Figura 4.2 D). O tratamento com LASSBIi0-897, em
ambas as doses testadas, reduziu o nimero de leucdcitos totais infiltrantes
nos pulmdes dos animais sensibilizados e provocados antigenicamente quando
comparado ao grupo salina. LASSBIi0-897 também foi eficaz em promover a
inibicdo do influxo de células mononucleares, eosindéfilos e neutrofilos para os
pulmbes ante a estimulacdo alergénica em todas as concentragdes testadas
(Figura 4.2).

A secrecdo de citocinas e quimiocinas por células inflamatérias €
fundamental para a progressdo e perpetuacdo do processo inflamatério na
asma. Avaliamos o impacto do pré-tratamento com LASSBIio-897 sobre o
aumento dos niveis teciduais de mediadores inflamatorios suscitado pela
exposicao a ovoalbumina. Observamos que as citocinas IL-4 (Figura 4.3 A), IL-
5 (Figura 4.3 B), IL-13 (Figura 4.3 C), IFN-y (Figura 4.3 D) e a quimiocina
eotaxina-1 (Figura 4.3 E) mostraram-se em niveis teciduais aumentados em
animais antigenicamente desafiados, comparados aqueles apresentados por
animais controle. O composto LASSBIi0-897 foi capaz de bloguear a geracao
das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-y e reduzir significativamente o teor da
guimiocina eotaxina-1 no tecido pulmonar de camundongos desafiados com

ovoalbumina (Figura 4.3).
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Figura 4.1. Efeito do tratamento com LASSBIi0-897 sobre a func¢do pulmonar e
hiper-reatividade das vias aéreas em camundongos ativamente sensibilizados,
nos dias 0 e 14, e desafiados com ovoalbumina nos dias 19 e 20 apés a
sensibilizacdo. O tratamento com LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) foi realizado, por
via oral, 1 h antes de cada desafio antigénico. Os parametros de resisténcia (A)
e elastancia (B) pulmonares foram analisados perante aerossolizacdo de PBS
ou metacolina (3 — 27 mg/mL), 24 h apés a ultima instilacdo intranasal de OVA,
com ajuda de metodologia baseada na técnica de pletismografia barométrica
de corpo inteiro invasiva. Os resultados representam a média + Erro Padrédo da
Média (n=6). "P<0.05 comparado ao grupo desafiado com salina; *P<0.05

comparado ao grupo desafiado com OVA.
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Figura 4.2. Efeito do tratamento com LASSBIi0-897 sobre o infiltrado de células
inflamatdrias nos pulmfes de camundongos ativamente sensibilizados nos dias
0 e 14 e desafiados com ovoalbumina (OVA) nos dias 19 e 20 apés a
sensibilizacdo. O tratamento com LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) foi realizado, por
via oral, 1 hora antes de cada desafio antigénico. Leucécitos totais (A), células
mononucleares (B), eosindéfilos (C) e neutréfilos (D) foram diferenciados em
amostras de lavado broncoalveolar citocentrifugadas e coradas pelo método de
May-Gunwald-Giemsa. Os resultados representam a média + Erro Padrdo da
Média (n=4). "P<0.05 comparado ao grupo desafiado com salina; *P<0.05

comparado ao grupo desafiado com OVA.
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Figura 4.3. Efeito do tratamento com LASSBIi0-897 sobre a geragcdo de
citocinas e quimiocinas nos pulmbes de camundongos ativamente
sensibilizados nos dias 0 e 14 e desafiados com OVA nos dias 19 e 20 ap6s a
sensibilizacdo. O tratamento com LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) foi realizado, por
via oral, 1 hora antes de cada desafio antigénico. Foram quantificados os niveis
teciduais de IL-4 (A), IL-5 (B), IL-13 (C), IFN-y (D) e eotaxina- 1 (E), através do
método de ELISA. Os resultados representam a média + Erro Padréo da Média
(n=6). "P<0.05 comparado ao grupo desafiado com salina; *P<0.05 comparado

ao grupo desafiado com OVA.
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4.2. Efeito do composto LASSBIi0-897 “in vitro” sobre potencias células

alvos envolvidas na asma

Os linfocitos T sdo importantes células-alvo em condicbes de asma,
portanto, investigamos o efeito do composto LASSBi0-897 sobre a sobrevida e
a proliferagdo de linfocitos ativados provenientes dos linfonodos cervicais,
axilares e inguinais de camundongos DO11.10 (TCR Tg), 0s quais expressam
receptores de células T que reconhecem apenas ovoalbumina. Verificamos que
a estimulacdo direta dessas células com OVA culmina em um aumento
percentual de células na fase S (sintese de DNA) + G2 (replicagéo celular) —
fases proliferativas — e reduz o percentual de células na fase sub-GO — em
apoptose. Conforme esperado, o agente glicocorticoide classico dexametasona
promoveu um aumento de apoptose e uma reducdo da proliferacao,
comparado as células estimuladas com OVA. Por outro lado, o composto
LASSBIi0-897 foi ineficaz em promover uma reducao das taxas de proliferacao
de linfocitos estimulados. O tratamento foi também incapaz de interferir no
percentual de células em apoptose quando antigenicamente estimuladas
(Figura 4.4).

Avaliamos o efeito de LASSBIi0-897 em uma linhagem de mastdcitos,
RBL-2H3. Observamos que células sensibilizadas com IgE anti-DNP-BSA
foram responsivas ao desafio com DNP-BSA, uma vez que a taxa de liberacéo
de B-hexosaminidase no sobrenadante elevou-se de aproximadamente 8%
para 60% em resposta a estimulagdo. O tratamento com LASSBIio-897 em
diferentes concentracdes foi incapaz de impedir a desgranulacdo passiva de

mastoécitos induzida pelo desafio antigénico (Figura 4.5).
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Figura 4.4. Efeito do composto LASSBIi0-897 sobre a proliferacdo e a
sobrevida de linfécitos provenientes de linfonodos cervicais, axilares e
inguinais de camundongos DO11.10 (TCR Tg). Os resultados representam
média + Erro Padrdo da Média (n= 4). "P<0.05 comparado ao grupo nio

estimulado. *P<0.05 comparado ao grupo estimulado com OVA.

49



(o)) ~l
9
+

N W D g
T

H
<
¥

B-Hexosaminidase liberada (%)

o

IgE anti-DNP-BSA + + +
DNP-BSA [10 ng/mL] - + + + + + +
DMSO 0,1% - - +
LASSBio-897 [M] - - - 107 10® 10° 10™

Figura 4.5. Efeito do tratamento com o composto LASSBIio-897 sobre
desgranulacdo anafilatica de mastécitos. Células da linhagem RBL-2H3 foram
sensibilizadas com IgE anti-DNP-BSA e tratadas com diferentes concentragdes
de LASSBIi0-897 durante 1 h. Os resultados representam a média + Erro
Padrdo da Média de 3 replicatas por grupo.” P<0.05 comparado ao grupo nio

estimulado.
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4.3. Efeito do tratamento terapéutico com LASSBi0-897 sobre a resposta

pulmonar crénicainduzida por ovoalbumina em camundongos

Realizamos, em seguida, um estudo acerca dos efeitos do composto
LASSBIi0-897 sobre a resposta asmatica crbnica. Os camundongos foram
submetidos a provocacgfes antigénicas por quatro semanas consecutivas e a
administragdao de LASSBI0-897 foi realizada terapeuticamente, nas duas
altimas semanas, ou seja, o tratamento foi realizado na presenca de um quadro
inflamatorio ja instalado.

Os resultados de mecéanica ventilatoria revelaram que as repetidas
exposicbes ao alérgeno produziram alteragbes nos niveis de resisténcia e
elastancia pulmonares. Observou-se que em termos de resisténcia pulmonar, o
pos-tratamento com LASSBIi0-897 falhou em inibir o quadro de hiper-
reatividade revelado pela exposicdo a metacolina (Figura 4.6 A). De forma
semelhante, vimos que a resposta de exarcebacdo dos niveis de elastanica
decorrente da exposicdo a metacolina no grupo OVA nao foi sensivel ao
tratamento com LASSBIi0-897 em nenhuma das doses testadas (Figura 4.6 B).

A andlise da producdo de mediadores da inflamacdo mostrou uma
acentuada geracao de eotaxina-1 (Figura 4.7 A), eotaxina-2 (Figura 4.7 B),
MIP-1a (Figura 4.7 C), IL-5 (Figura 4.7 D), IL-13 (Figura 4.7 E) e IFN-y (Figura
4.7 F) nos pulmdes de camundongos desafiados com OVA, comparado aos
animais instilados apenas com salina. O composto LASSBIio-897 quando
administrado terapeuticamente nao inibiu a producdo de eotaxina-1, eotaxina-2,
MIP-1q, IL-5, IL-13, entretanto, foi observado uma reducao significativa de IFN-

y no tecido pulmonar (Figura 4.7).
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Figura 4.6. Falta de efeito do tratamento terapéutico com 0 composto
LASSBIi0-897 sobre a resposta de hiper-reatividade das vias aéreas com base
no modelo de asma cronica. Os parametros de resisténcia (A) e elastancia (B)
pulmonares foram analisados 24 h apds a ultima instilacdo intranasal de OVA.
Os resultados representam a média + Erro Padrdo da Média (n=6). "P<0.05

comparado ao grupo desafiado com salina.
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Figura 4.7. Efeito do tratamento terapéutico com LASSBIio-897 sobre a
geracdo de citocinas e quimiocinas em amostras de tecido pulmonar de
camundongos submetidos a provocacédo cronica com OVA. 24 h apds a ultima
provocacao antigénica foram quantificados eotaxina-1 (A), eotaxina-2 (B), MIP-
1a (C), IL-5 (D), IL-13 (E) e IFN-y (F) através do método de ELISA. Os
resultados representam a média + Erro Padrdo da Média (n= 6). "P<0.05
comparado ao grupo desafiado com salina. *P<0.05 comparado ao grupo

desafiado com OVA.
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A cronicidade da inflamacdo observada na asma leva ao remodelamento
das vias aéreas, alterando a composicao do arcabouco de proteinas de matriz
extracelular (MEC), como o colageno, no parénquima pulmonar. Desse modo,
analisamos o0s niveis de colageno através do método bioquimico Sircol e
verificamos que na condicdo de estimulagdo alergénica, 0s animais
apresentaram um aumento da producao de colageno nos pulmdes, comparado
ao grupo controle. Constatamos que o tratamento terapéutico com LASSBIio-
897 foi também incapaz de inibir significativamente o aumento no teor de
colageno no tecido pulmonar dos animais desafiados com ovoalbumina (Figura
4.8).
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Figura 4.8. Falta de efeito do tratamento terapéutico com 0 composto
LASSBIi0-897 sobre o acumulo de coldgeno em pulmdes de camundongos
submetidos a provocacédo cronica com OVA. Os resultados representam a
média + Erro Padrdo da Média (n=6). "P<0.05 comparado ao grupo desafiado

com salina.
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4.4. Efeito do tratamento profilatico com LASSBi0-897 sobre a resposta

pulmonar crénicainduzida por ovoalbumina em camundongos

O passo seguinte foi a investigacdo, ainda com base no modelo de asma
cronica, do efeito do composto LASSBIi0-897 administrado de forma preventiva.
LASSBIi0-897 foi administrado por via oral, profilaticamente, 1 h antes de cada
provocagcdo com ovoalbumina. Em consonancia ao observado quando o
tratamento foi realizado em uma condicdo inflamatéria ja estabelecida
(terapeuticamente), LASSBIi0-897 administrado preventivamente novamente foi
incapaz de prevenir 0 aumento de resisténcia pulmonar associada a hiper-
reatividade brénquica perante a estimulagdo com metacolina em camundongos
provocados com OVA (Figura 4.9 A). Resultados semelhantes foram obtidos
guando analisaram-se as alteracdes de elastancia pulmonar (Figura 4.9 B).

Ademais, o tratamento profilatico com LASSBIi0-897 igualmente falhou
em proteger contra 0 aumento dos niveis teciduais das quimiocinas eotaxina-1
e eotaxina-2 induzido pelas repetidas exposicées a ovoalbumina (Figuras 4.10
A e B, respectivamente). As excecdes foram as elevacdes nos teores de MIP-
1a e IL-5, que mostraram-se sensiveis ao LASSBIio-897 administrado
profilaticamente (Figura 4.10 C e D, respectivamente).

Vale notar que também a resposta fibrogénica induzida por provocacéo
alérgica crbnica pode ser inibida quando o tratamento ocorreu de forma

preventiva (Figura 4.11).
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Figura 4.9. Falta de efeito do tratamento profilatico com o composto LASSBio-
897 sobre a hiper-reatividade de vias aéreas de camundongos submetidos a
provocagéao alérgica cronica. O tratamento com LASSBIio-897 (2 e 5 mg/kg) foi
realizado, por via oral, 1 h antes de cada desafio antigénico, a partir da 1° até a
4° semana de desafios. Os parametros de resisténcia (A) e elastancia (B)
pulmonares foram analisados perante aerossolizacdo de PBS ou metacolina (3
— 27 mg/mL), 24 h apés a ultima instilagdo intranasal de OVA. Os resultados
representam a média + Erro Padrdo da Média (n=6). "P<0.05 comparado ao

grupo desafiado com salina.
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Figura 4.10. Efeito do tratamento profilatico com o composto LASSBIi0o-897
sobre a geracdo de citocinas e quimiocinas nos pulmdes de camundongos
submetidos a provocacéo alérgica crénica. O tratamento com LASSBIio-897 (2
e 5 mg/kg) foi realizado, por via oral, 1 h antes de cada desafio antigénico, a
partir da 1° até a 4° semana de desafios. Foram quantificados eotaxina-1 (A),
eotaxina-2 (B), MIP-1a (C) e IL-5 (D) através do método de ELISA. Os
resultados representam a média + Erro Padrdo da Média (n= 6). "P<0.05
comparado ao grupo desafiado com salina; *P<0.05 comparado ao grupo

desafiado com OVA.
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Figura 4.11. Efeito do tratamento profilatico com o composto LASSBio-897
sobre o acumulo de colageno em pulmdes de camundongos submetidos a
provocacao alérgica cronica. O tratamento com LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) foi
realizado, por via oral, 1 h antes de cada desafio antigénico, a partir da 1° até a
4° semana de desafios. O conteudo de colageno nos pulmdes foi quantificado
através do método de Sircol. Os resultados representam a média + Erro Padréo
da Média (n=6). "P<0.05 comparado ao grupo desafiado com salina; *P<0.05

comparado ao grupo desafiado com OVA.
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4.5. Efeito do tratamento com LASSBi0-897 sobre a resposta pulmonar

aguda induzida por lipopolissacarideo em camundongos

A atividade do composto LASSBIi0-897 foi avaliada sobre a resposta
pulmonar induzida por LPS. Os resultados de mecéanica ventilatoria mostraram
gue a provocacéo intranasal com LPS produziu um estado de hiper-reatividade
de vias aéreas, revelado pela exposicdo a metacolina. O pré-tratamento oral
com LASSBI0-897 (5 mg/kg) 1 h antes do LPS inibiu a hiper-reatividade
brénquica relacionada ao aumento de resisténcia e elastancia pulmonar (Figura
4.12 A e B, respectivamente).

Na sequéncia, avaliamos o infiltrado leucocitario presente no lavado
broncoalveolar de camundongos desafiados com LPS. Observamos que a
exposicao ao LPS resulta no aumento do influxo de leucdcitos totais para os
pulmdes, elevando consequentemente nimero de eosindfilos e, principalmente,
neutréfilos no espagco broncoalveolar, comparado aos animais controles. O
tratamento oral com LASSBIi0o-897 (5 mg/kg) 1 h antes do LPS reduziu o
acumulo de células inflamatérias totais no espaco broncoalveolar (Figura 4.13
A), fenbmeno esse que refletiu em uma diminuigéo significativa do namero de
eosinofilos e neutrdéfilos recuperados no lavado bronchoalveolar (Figura 4.13 C
e D, respectivamente).

A avaliacdo dos niveis de mediadores inflamatérios nos pulmdes de
animais exposto a LPS, através do método de ELISA, revelou um expressivo
aumento dos niveis de MIP-2, IL-6, TNF-a e IFN-y. A administracdo de
LASSBIi0-897 foi capaz prevenir o0 aumento niveis teciduais MIP-2 (Figura 4.14
A), IL-6 (Figura 4.14 B), TNF-a (Figura 4.14 C) e IFN-y (Figura 4.14 D) em
camundongos desafiados com LPS.
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Figura 4.12. Efeito do tratamento com o composto LASSBio-897 sobre a
hiper-reatividade e a funcédo pulmonar de camundongos desafiados com LPS
(25 pg/25 pL). O tratamento com LASSBIi0-897 (5 mg/kg) foi realizado, por via
oral, 1 h antes do desafio com LPS. Os parametros de resisténcia (A) e
elastancia (B) pulmonares foram analisados apds aerossolizacdo de PBS ou
metacolina (3 — 27 mg/mL), 24 h apds o desafio com LPS. Os resultados
representam a média + Erro Padrdo da Média (n=6). "P<0.05 comparado ao

grupo desafiado com salina; ‘P<0.05 comparado ao grupo desafiado com LPS.
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Figura 4.13. Efeito do tratamento com LASSBIi0o-897 sobre o infiltrado de
células inflamatérias nos pulmdes de camundongos desafiados com LPS (25
pg/25 uL). O tratamento com LASSBIi0-897 (5 mg/kg) foi realizado, por via oral,
1 h antes do desafio com LPS. Leucécitos totais (A), células mononucleares
(B), eosindfilos (C) e neutrdfilos (D). Os resultados representam a média + Erro
Padrdo da Média (n=4). "P<0.05 comparado ao grupo desafiado com salina;

*P<0.05 comparado ao grupo desafiado com LPS.
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Figura 4.14. Efeito do tratamento profilatico com o composto LASSBIi0-897

sobre a geracdo de citocinas e quimiocinas nos pulmdes de camundongos

desafiados com LPS (25 ug/25 pL) . O tratamento com LASSBIi0-897 (5 mg/kg)
foi realizado, por via oral, 1 h antes do desafio com LPS. Foram quantificados
MIP-2 (A), IL-6 (B), TNF-a (C) e IFN-y (D) através do método de ELISA. Os
Erro Padrdo da Média (n= 6). "P<0.05

comparado ao grupo desafiado com salina; *P<0.05 comparado ao grupo

resultados representam a média

desafiado com LPS.
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4.6. Efeito do tratamento terapéutico com LASSBi0-897 sobre a resposta

de hiper-reatividade brébnquica em camundongos silicoticos

Observamos que animais submetidos a instilacdo de silica por via
intranasal apresentaram, apos 28 dias, niveis basais de resisténcia (Figura
4.15 A) e elastancia (Figura 4.15 B) pulmonares elevados, quando comparado
aos animais desafiados apenas com salina. Assim como anteriormente
mostrado no modelo murino de asma, a aerossolizacdo de concentracfes
crescentes de metacolina levou a uma exacerbacao da resposta de resisténcia
e elastancia pulmonares nos camundongos que receberam estimulacdo
intranasal com particulas de silica (10 mg/50 yL) em comparagdo ao grupo
controle (estimulados com salina) (Figuras 4.15 A e B, respectivamente).

O tratamento oral com LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) por 7 dias, iniciado 21
dias ap0s a exposicdo a particulas de silica, inibiu significativamente a
exacerbacéo dos valores de resisténcia (Figura 4.15 A) e elastancia pulmonar

(Figura 4.15 B) exibida pelos animais silicéticos.
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Figura 4.15. Efeito do tratamento terapéutico de LASSBIi0-897 sobre a hiper-
reatividade de vias aéreas de camundongos desafiados com silica. O
tratamento oral com LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) foi realizado, 21 dias apo6s a
instilacdo de silica, durante 7 dias consecutivos. Os parametros de resisténcia
(A) e elastancia (B) pulmonares foram analisados ap0s aerossolizacado de PBS
ou metacolina (3 — 27 mg/mL), 28 dias apos a estimulacdo intranasal com
silica. Os resultados representam a média + Erro Padrdo da Média (n=6). P

<0.05 comparado ao grupo salina; ‘P <0.05 comparado ao grupo silica.
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4.7. Efeito de LASSBIi0-897 sobre a resposta fibro-granulomatosa induzida
por particulas de silica em camundongos

Avaliamos o efeito de LASSBIi0-897 sobre as modificagbes estruturais
decorrentes da exposicéo a silica. As andlises histopatoldgicas de seccdes de
tecido pulmonar coradas com hematoxilina-eosina, mostraram que os pulmoes
de animais do grupo controle apresentaram uma estrutura de parénquima com
aspecto morfolégico normal e bem preservada, onde se observou a presenca
de septos alveolares bem definidos e com espessura normal; e auséncia de
infiltrado inflamatério nos espacos alveolares (Figura 4.16 A). Na condi¢cédo de
silicose, € notéria a alteracdo difusa do parénquima, com intensa resposta
inflamatoria e fibrética marcada pela presenca de granulomas densos e, muitas
vezes, coalescentes (Figura 4.16 B). O tratamento com LASSBIi0-897 resultou
na reducdo do processo inflamatorio, do niamero e tamanho dos nodulos
silicoticos, 0s quais apresentaram estrutura mais frouxa e menos densa
(Figuras 4.16 C e D). Reforcando essa constatacdo, dados quantitativos
revelam que, nos animais silicoticos, cerca de 40% da area de parénquima
pulmonar € ocupada por granulomas. O tratamento com LASSBIi0-897 reduziu
significativamente esse quadro (Figura 4.16 E).

Em seguida, investigamos o depdsito de colageno no tecido pulmonar
gue é uma caracteristica marcante do processo fibrético ocorrido na silicose.
Através da coloracdo picro-sirius, notamos que pulmdes de animais controle
apresentaram uma deposicdo basal de fibras colagenas (Figura 4.17 A).
Enquanto nos animais silicéticos, foram encontradas densas fibras de colageno
nas regides peribrénquica, perivascular e predominantemente nas areas de
formacdo de granuloma (Figura 4.17 B). Na condicdo de tratamento com
LASSBIio-897, foi detectada apenas uma discreta marcacdo de fibras
colagenas no tecido pulmonar em relacdo ao observado em animais silicoticos
nao tratados, que se equipara a deposi¢do basal de colageno observada no
grupo controle (Figura 4.17 C e D). Em paralelo, essas observagdes foram
atestadas através da analise quantitativa de colageno pelo método de Sircol,
confirmando que de fato ocorre uma acentuada reducdo da geracdo de
colageno no tecido pulmonar de animais tratados com LASSBIi0-897, numa
propor¢cdao que foi significativamente menor que aquela detectada em

camundongos silicéticos (Figura 4.17 E).
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Figura 4.16. Efeito de LASSBIio-897 sobre as alteracbes morfolégicas do
parénquima pulmonar em camundongos expostos a silica. Imagens
representativas de secgbes do tecido pulmonar de camundongos desafiados
com salina estéril (A), silica (B), desafiados com silica e tratados durante 7 dias
com LASSBI0-897 2 mg/kg (C) e LASSBI0-897 5 mg/kg (D). As analises
guantitativas da area de pulmdo ocupada por granulomas foram realizadas
através de morfometria (E). Os cortes histoldégicos foram processados e
corados com hematoxilina e eosina e as imagens foram capturadas e
analisadas em microscépio de luz. Aumento 200 X. Os resultados representam
a média + Erro Padrdo da Média (n=6). *P <0.05 comparado ao grupo silica.
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Figura 4.17. Efeito de LASSBIi0-897 sobre a deposicdo de colageno em
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pulmdes de camundongos expostos a silica. Os cortes histolégicos foram
processados e corados com picro-sirius e as imagens foram capturadas e
analisadas em microscopio de luz. Aumento 200 X. Imagens representativas de
seccdes do tecido pulmonar de camundongos desafiados com salina estéril (A),
silica (B), desafiados com silica e tratados durante 7 dias com LASSBIi0-897 2
mg/kg (C) e LASSBIi0-897 5 mg/kg (D). O conteudo de colageno presente no
tecido pulmonar foi bioquimicamente quantificado pelo método de Sircol (E). Os
resultados representam a média + Erro Padrdo da Média (n=6). P <0.05

comparado ao grupo salina; P <0.05 comparado ao grupo silica.
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4.8. Efeito de LASSBi0-897 sobre a permanéncia de particulas de silica

no tecido pulmonar de animais silicoticos

Ainda que a exposicdo a silica tenha cessado, a permanéncia de
particulas residuais, que nao foram eficientemente removidas do tecido
pulmonar resulta na persisténcia da inflamacéo, conduzindo assim a um ciclo
de injaria tecidual, e consequentemente, a intensa reacdo fibrética observada
na silicose (Greenberg e cols., 2007).

Considerada a propriedade de birrefringéncia das particulas de silica sob
luz polarizada, examinamos o efeito de LASSBIio-897 sobre o conteudo de
particulas de silica em cortes de tecido pulmonar corados com picro-sirius.
Verificamos que animais do grupo controle apresentaram uma marcacao basal
de fibras colagenas, coradas em vermelho, ao redor das vias aéreas e vasos
sanguineos (Figura 4.18 A). No grupo de animais silicéticos, observamos um
aumento da deposicdo de colageno e a presenca de muitas particulas de silica,
identificadas pela marcacdo em azul brilhante, concentradas no interior dos
granulomas. Além disso, visualizamos uma grande quantidade de particulas
livres, e potencialmente reativas, dispersas ao longo do parénquima pulmonar
desses animais (Figura 4.18 B). Ao tratamos os camundongos com LASSBIo-
897, notamos uma reducdo da marcacdo de particulas de silica no tecido
pulmonar e nas regides de granulomas, assim como diminuicdo da deposicao

de colageno (Figuras 4.18 C e D).

68



Figura 4.18. Efeito de LASSBIi0-897 sobre o contetudo de particulas de silica
presentes nas vias aéreas de camundongos silicéticos. O tratamento oral com
LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) foi realizado, 21 dias apds a instilacdo de silica,
durante 7 dias consecutivos. Imagens representativas de secc¢des do tecido
pulmonar de camundongos desafiados com salina estéril (A), silica (B),
desafiados com silica e tratados durante 7 dias com LASSBIi0-897 2 mg/kg (C)
e LASSBI0-897 5 mg/kg (D). Os cortes histologicos foram processados e
corados com picro-sirius e as imagens foram capturadas e analisadas em
microscopio acoplado a um polarizador e condensador de luz. Aumento 200 X.
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4.9. Efeito de LASSBIi0-897 sobre a geracdo de mediadores inflamatorios

nos pulmd@es de camundongos silicoticos

Ao avaliamos a producédo de mediadores inflamatérios em amostras de
tecido pulmonar de animais silicéticos, constatou-se um significativo aumento
dos niveis das quimiocinas KC e MIP-2 (Figura 4.19 A e B), bem como das
citocinas, IL-6 e TNF-a (Figura 4.19 C e D), quando comparado a condicéo
controle. Camundongos tratados durante 7 dias com LASSBIio-897
apresentaram uma reducao da geracdo de KC, MIP-2, IL-6 e TNF-a, em uma
propor¢éo que foi significativa menor que aquela observada no grupo silicotico

(Figura 4.19).
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Figura 4.19. Efeito do tratamento com o composto LASSBio-897 sobre a
geracdo de citocinas e quimiocinas nos pulmdes de camundongos desafiados
com silica. O tratamento oral com LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) foi realizado, 21
dias apO6s a instilacdo de silica, durante 7 dias consecutivos. Foram
quantificados KC (A), IL-6 (B), TNF-a (C) e MIP-2 (D) através do método de
ELISA. Os resultados representam a média + Erro Padrdo da Média (n= 6).

"P<0.05 comparado ao grupo desafiado com salina; *P<0.05 comparado ao

grupo silicotico.
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4.10. Efeito do composto LASSBIi0-897 sobre as principais células alvos

presentes no tecido pulmonar envolvidas na silicose

Macrofagos e fibroblastos sdo células primordiais em processos que
culminam na inflamacéo crénica e na fibrose observadas na silicose, os
primeiros exercem um papel fundamental no disparo do processo inflamatorio a
partir da fagocitose de particulas de silica (Sato e cols., 2008). Os ultimos,
devido a intensa reacado inflamatéria, sdo ativados e diferenciam-se em
miofibroblatos, os quais passam a expressar a proteina a-actina de musculo
liso (a-SMA) (Hinz, 2007). Dessa forma, avaliamos a expressao de F4/80 e a-
SMA para a identificacdo de macréfagos ativados e miofibroblastos,
respectivamente, no tecido pulmonar de animais silicéticos.

As analises da expressdo de F4/80, através de imunohistoquimica,
revelam que comparados ao controle, animais tornados silicoticos, mediante
instilacéo de silica, apresentaram uma acentuada marcacao para o antigeno no
parénquima pulmonar, especialmente em regides granulomatosas e em areas
contiguas, em que se observa um marcado infiltrado inflamatorio (Figuras 4.20
A e B, respectivamente). Os grupos de animais tratados com LASSBIi0-897,
tanto na concentracdo de 2 mg/kg quanto na de 5 mg/kg, apresentaram uma
reducdo significativa da expressdo de F4/80 em relacdo aos animais doentes
(Figuras 4.20 C e D, respectivamente). Conforme mostrado na figura 4.20 E, a
analise quantitativa da expressédo de F4/80 confirmou os achados supracitados,
0s quais indicam que LASSBIi0-897 foi capaz de diminuir a ativacdo de
macrofagos em animais desafiados com silica.

Observamos uma intensa marcacdo para a-SMA nos pulmdes de
camundongos silicéticos (Figura 4.21 A) quando comparado ao controle (Figura
4.21 B), que permitiu identificar a presenga de miofibroblastos
predominantemente nas areas de formacdo de granulomas. Quando
camundongos silicticos foram tratados com LASSBIi0-897, verificou-se uma
notoria redugcdo da marcagao de a-SMA no tecido pulmonar (Figuras 4.21 C e
D). Os achados qualitativos mencionados acima foram ratificados através da
quantificacdo de pixels das regides que apresentaram marcagao para a-SMA
(Figura 4.21 E).
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Figura 4.20. Efeito do composto LASSBi0-897 sobre a expressao de F4/80 em
pulmdes de camundongos desafiados com silica. O tratamento oral com
LASSBI0-897 (2 e 5 mg/kg) foi realizado, 21 dias ap0s a instilacdo de silica,
durante 7 dias consecutivos. Fotomicrografias representativas de sec¢des do
tecido pulmonar de camundongos desafiados com salina estéril (A), silica (B),
desafiados com silica e tratados durante 7 dias com LASSBIi0-897 2 mg/kg (C)
e LASSBIi0-897 5 mg/kg (D). As analises quantitativas foram realizadas através
do software Image Pro Plus 4.0 (E). As figuras inseridas representam o controle
negativo do anticorpo. Os resultados representam a média + Erro Padrdo da
Média (n= 6). "P <0.05 comparado ao grupo salina; P <0.05 comparado ao
grupo silica.
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Figura 4.21. Efeito do composto LASSBIi0-897 sobre a expressao de a-actina
de mdusculo liso em pulmdes de camundongos desafiados com silica. O
tratamento oral com LASSBIi0-897 (2 e 5 mg/kg) foi realizado, 21 dias apo6s a
instilacdo de silica, durante 7 dias consecutivos. Fotomicrografias
representativas de secc¢Oes do tecido pulmonar de camundongos desafiados
com salina estéril (A), silica (B), desafiados com silica e tratados durante 7 dias
com LASSBI0-897 2 mg/kg (C) e LASSBIio-897 5 mg/kg (D). As analises
quantitativas foram realizadas através do software Image Pro Plus 4.0 (E). As
figuras inseridas representam o controle negativo do anticorpo. Os resultados
representam a média + Erro Padrdo da Média (n= 6). "P <0.05 comparado ao
grupo salina; P <0.05 comparado ao grupo silica.
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4.11. Efeito do composto LASSBIi0-897 “in vitro” sobre as principais

células alvos envolvidas na silicose

Visando compreender os potenciais alvos celulares envolvidos nos
mecanismos pelos quais LASSBIi0-897 exerce seus efeitos na silicose,
avaliamos o desempenho do referido composto em mastocitos, células
epiteliais, macrofagos e fibroblastos “in vitro”.

Dados da literatura mostram que animais deficientes em mastdcitos nao
desenvolvem silicose ap0s serem expostos a silica, reforcando a importancia
dessas células na patogénese da doenca (Brown e cols., 2007, Suzuki e cols.,
1993). Utilizando mastocitos derivados de medula 6ssea de camundongos,
verificamos que a estimulacéo dessas células com particulas de silica levou a
um aumento na liberagdo da enzima [-hexosaminidase no sobrenadante da
cultura em comparacdo a células cultivadas apenas em meio. LASSBio-897
néo foi capaz de impedir a desgranulacéo de mastocitos estimulados com silica
em nenhuma das concentragdes testadas (Figura 4.22).

Assim como os macrofagos, as células epiteliais alveolares estéo
envolvidas nos processos iniciais da patogénese da silicose e contribuem para
a regulagdo da inflamacdo atraveés liberacdo de diversos mediadores
inflamatorios. Resolvemos entdo, investigar o efeito de LASSBio-897 em uma
linhagem de pneumdcitos tipo Il humanos, A549. Observamos uma producao
basal baixa de IL-8 apds 24 h de cultivo em células ndo estimuladas. Por outro
lado, quando cultivadas na presenca de particulas de silica, detectamos um
acentuado aumento da referida citocina liberada no sobrenadante da cultura. O
pré-tratamento com LASSBIi0-897 nao foi capaz de interferir com a secrecao de

IL-8 induzida por silica em nenhuma das concentracdes testadas (Figura 4.23).
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Figura 4.22. Efeito do tratamento com o composto LASSBIio-897 sobre a
desgranulacdo de mastocitos induzida por particulas de silica. Células
derivadas da medula 6ssea foram tratadas com LASSBIi0-897 durante 1 hora.
Em seguida, foram estimuladas com silica durante 40 minutos. A quantificacao
de B-hexosaminidase liberada no sobrenadante da cultura foi realizada através
de espectrofotometria no comprimento de onda de 405 nm. Os resultados

N

representam a média + Erro Padrdo da Média de trés replicatas por grupo.

P<0.05 comparado ao grupo néo estimulado.
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Figura 4.23. Efeito de LASSBIi0-897 sobre células epiteliais humanas
estimuladas com silica “in vitro”. Células da linhagem A549 foram tratadas com
diferentes concentracdes de LASSBIo-897 durante 1 hora e, em seguida,
estimuladas com particulas de silica durante 24 horas. A producéo de IL-8 foi
guantificada no sobrenadante da cultura através do método de ELISA. Os
resultados representam a meédia + Erro Padréo da Média de trés replicatas por

grupo. "P<0.05 comparado ao grupo ndo estimulado.
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Analisamos o desempenho de LASSBIi0-897 sobre a producdo da
citocina inflamatéria TNF-a em uma linhagem de macréfagos alveolares,
AMJ2C11. Vimos que a estimulagéo direta de macréfagos alveolares com silica
culmina no aumento da liberacdo de TNF-a no sobrenadante da cultura em
comparacdo as células ndo estimuladas. Quando os macréfagos foram
tratados com LASSBIi0-897, observamos uma reducdo do TNF-a gerado,
perante a estimulacdo com silica, apenas em uma concentracdo muito alta (10

3 M) do composto (Figura 4.24).
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Figura 4.24. Efeito de LASSBIi0-897 sobre macréfagos alveolares estimulados
com silica “in vitro”. Células da linhagem AMJ2C11 foram tratadas com
diferentes concentracdes de LASSBI0o-897 durante 1 hora e, em seguida,
estimuladas com silica por um periodo de 6 horas. A producgéo de TNF-a foi
qguantificada no sobrenadante da cultura através do método de ELISA. Os
resultados representam a média + Erro Padrdao da Média de trés replicatas por
grupo. "P<0.05 comparado ao grupo nio estimulado; *P<0.05 comparado ao

grupo estimulado com silica.
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Avaliamos o efeito de LASSBIi0-897 sobre a proliferacéo de fibroblastos
pulmonares em um sistema de cultura primaria em monocamada, através da
incorporacdo de timidina tritiada. Verificou-se que a exposi¢do a citocina pro-
fibrética IL-13 modificou significativamente o padrdo de proliferacdo tanto de
células provenientes de pulmbes de camundongos desafiados com salina
(Figura 4.25 A), assim como daqueles que foram instilados com silica (Figura
4.25 B). Células oriundas de um tecido pulmonar higido, cultivadas na
presenca de IL-13, ndo foram sensiveis ao tratamento com LASSBIio-897
(Figura 4.25 A). Em contrapartida, fibroblastos originados de uma condicao
silicotica apresentaram uma reducéo significativa da proliferacédo, decorrente da
estimulacdo com IL-13, quando tratadas com LASSBi0o-897 (107 e 10° M)
(Figura 4.25 B).

Conforme mostrado na figura 4.26, o cultivo de fibroblastos na presenca
de IL-13 leva a um significativo aumento do contetdo de coldgeno, quantificado
bioquimicamente pelo método de Sircol, no sobrenadante da cultura. O
tratamento com LASSBIi0-897 foi capaz de reduzir o teor de colageno
secretado por células provenientes tanto de uma condi¢éo controle (Figura 4.26
A) como de animais silicéticos (Figura 4.26 B), em todas as concentracfes

testadas.
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Figura 4.25. Efeito de LASSBIi0-897 sobre a proliferacdo de fibroblastos
pulmonares estimulados com IL-13 “in vitro”. A proliferacdo de fibroblastos
oriundos do tecido pulmonar de animais sadios (A) ou silicéticos (B) foi
mensurada através da incorporacédo de timidina tritiada (0.5 uCi), 20 horas apds
o plagueamento das células. Os resultados representam a média + Erro Padréo
da Média de quatro replicatas por grupo.” P<0.05 comparado ao grupo nao

estimulado; *P<0.05 comparado ao grupo estimulado com silica.
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Figura 4.26. Efeito de LASSBI0-897 sobre a producdo de colageno por
fibroblastos pulmonares estimulados com IL-13 “n vitro”. A producdo de
colageno por fibroblastos oriundos do tecido pulmonar de animais sadios (A) ou
silicéticos (B) foi mensurada, através do método de Sircol, no sobrenadante da
cultura. Os resultados representam a média + Erro Padrdo da Média de trés
replicatas por grupo.” P<0.05 comparado ao grupo ndo estimulado; *P<0.05

comparado ao grupo estimulado com silica.
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4.12. Efeito de LASSBIi0-897 sobre a resposta intracelular desencadeada
pelo exposicéo a silica

Avaliamos, ainda, os niveis teciduais do fator de transcricdo nuclear NF-
kKB, o qual é ativado durante a inflamacao, iniciando a sintese de citocinas proé-
inflamatorias. Verificamos que 28 dias apos insulto intranasal com particulas de
silica, ocorre um aumento da expresséo tecidual de NF-kB comparado aquela
observada no controle. Ao tratarmos animais silicéticos com LASSBio-897,
observamos uma reducao significativa da expressdao de NF-kB nos pulmdes
desses animais (Figura 4.27 A). A analise quantitativa da densidade das
bandas confirmou os dados qualitativos citados acima, os quais indicam que
LASSBIi0-897 foi capaz de diminuir a expressao de NF-kB no tecido pulmonar

de animais desafiados com silica (Figura 4.27 B).
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Figura 4.27. Efeito de LASSBIi0-897 sobre a expressao do fator de transcricao
nuclear NF-kB no tecido pulmonar de camundongos desafiados com silica. A
deteccdo de NF-kB foi realizada através da técnica de Western blotting (A). A
densidade das bandas foi mensurada através do programa Image J e os
resultados expressos em unidades arbitrarias (B). Os resultados representam a
média * Erro Padrdo da Média de trés replicatas por grupo. “P<0.05
comparado ao grupo nao estimulado; *P<0.05 comparado ao grupo estimulado

com silica.
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5. Discusséao

As doencas pulmonares cronicas estdo entre as doencas mais
frequentes e debilitantes que acometem o homem e representam, ainda, um
desafio para Medicina em virtude das elevadas taxas de morbidade e
mortalidade observadas no mundo. Muitas vezes refletem, também, a caréncia
de tratamento adequado e/ou eficaz.

Nesse contexto, destaca-se a asma, uma doenca inflamatoéria crénica
cuja prevaléncia vem aumentando no mundo. Outra doenca que emerge dentro
desse contexto € a silicose, doenca pulmonar inflamatoéria crénica e de carater
ocupacional, cuja situacdo é ainda mais dramatica, dada a inexisténcia de
tratamento adequado. Este cenario indica claramente a preméncia de terapias
alternativas para o tratamento seguro e eficaz de doencas pulmonares
cronicas. Diante disso, no presente trabalho buscamos caracterizar a eficicia
de LASSBIi0-897, um novo derivado N-acilidrazénico, no controle da resposta
pulmonar induzida por alérgeno, LPS ou particulas de silica.

O composto LASSBI0-897 foi anteriormente caracterizado como um
novo protétipo de medicamento anti-hipertensivo com potente atividade
vasodilatadora (Zapata-Sudo e cols., 2010). Estudos do mesmo grupo
mostraram importantes efeitos anti-inflamatoérios e antifibréticos apds infarto
agudo do miocéardio em ratos (dados néo publicados — Consorcio Pronex/INCT-
INOFAR). Diante das propriedades farmacoldgicas apresentadas por LASSBio-
897, esforcos foram concentrados na investigagdo acerca da potencial
aplicacao desse agente no controle de doencas inflamatérias pulmonares como
a asma e a silicose.

As doencas respiratérias e as disfun¢des pulmonares sdo extremamente
complexas e variam de acordo com a natureza e intensidade do processo
inflamato6rio e do comprometimento funcional do pulméo (Hakansson e cols.,
2012). Modelos animais sdo ferramentas essenciais para a melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos na
patogénese dessas doencas e para determinar a seguranca e eficacia de
agentes terapéuticos em desenvolvimento (Drazen e cols., 1999, Hall &
Agrawal, 2014). Diversas estratégias sdo empregadas no desenvolvimento de

modelos animais que mimetizem caracteristicas fisiopatolégicas das doencas
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inflamatorias pulmonares em humanos. As alteracbes inflamatérias
desenvolvidas nesses modelos variam de acordo com o agente etioldgico
(alérgenos, LPS, silica), a cepa dos animais, a dose e a rota do desafio
(intranasal, intratraqueal) (Hakansson e cols., 2012). No entanto, nenhum
modelo animal é capaz de reproduzir fidedignamente todas as caracteristicas
das doencas humanas, devido as diferencas fisiologicas e anatdbmicas
inerentes a cada espécie animal. Portanto, o sucesso dos modelos animais
baseia-se em um conjunto de parametros pré-determinados que devem ser
satisfeitos; e especialmente, modelos pré-clinicos para estudos farmacoldgicos
devem possuir a capacidade de predicdo do efeito de novas drogas em
humanos (Bates e cols., 2009, Lacher e cols., 2010).

A maior parte do conhecimento acerca dos aspectos fisiopatolégicos da
asma € baseada em estudos em modelos animais, além disso, s&o
fundamentais para investigacdes pré-clinicas de novas drogas para o
tratamento da doenca (Bates e cols., 2009). As espécies animais geralmente
usadas em modelos de asma (camundongo, rato, cobaia, coelhos), a excecéo
de gatos e cavalos, ndo desenvolvem a doenca espontaneamente. Os modelos
murinos de asma s&o 0s mais utilizados em pesquisa, em parte devido a ampla
disponibilidade de reagentes, técnicas imunolégicas e moleculares e técnicas
invasivas e ndo-invasivas de avaliacdo da funcdo pulmonar para essa espécie
(Hall & Agrawal, 2014, Van der Velden & Snibson, 2011). Assim, para 0
desenvolvimento de reacdes imunes correlatas a asma em camundongos sao
necessarios protocolos que envolvam processos de sensibilizacdo sistémica e
desafios com proteinas alergénicas, como a ovoalbumina (Hall & Agrawal,
2014, Holmes e cols., 2011).

Neste trabalho utilizamos dois protocolos baseados na sensibilizagao
sistémica e desafios com ovoalbumina. Primeiramente, observamos que dois
desafios com ovoalbumina, por via intranasal, em dias subsequentes, em
camundongos A/J previamente sensibilizados s&o suficientes para induzir
alteracdes fisiopatolégicas relacionadas a asma humana, onde se verificou
uma intensa inflamacéo brénquica associada ao comprometimento da funcao
pulmonar (Serra e cols., 2012). A obstrucdo intermitente ao fluxo de ar e a
hiper-reatividade das vias aéreas sao caracteristicas distintivas da asma

humana (Drazen e cols., 1999), as quais sdo parcialmente reversiveis apds a
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administracdo de corticoides inalatorios (Cockcroft & Davis, 2006). Nossos
dados mostraram que provocacdes antigénicas com ovoalbumina causaram
ainda alteracbes na mecanica ventilatéria, levando ao aumento dos niveis
basais de resisténcia e elastancia pulmonares, evidenciando assim um alto
grau de comprometimento dos pulmbes de animais “asmaticos”. A
aerossolizacdo de metacolina revelou a presenca de hiper-reatividade no
quadro, ao ser verificada a intensificagcdo da resposta de resisténcia e
elastancia pulmonares. A presenca de hiper-reatividade frente a estimulacéo
com metacolina converge com relatos da literatura que ressaltam intensas
manifestacbes de constricdo das vias aéreas quando pacientes asmaticos sao
submetidos a provocac¢des com agentes broncocontrictores como metacolina,
carbacol ou adenosina (Cain, 2001). O conhecimento dos mecanismos que
controlam a hiper-reatividade das vias aéreas € bastante escasso, no entanto,
o fenbmeno é amplamente relacionado a inflamacao (Jeffery e cols., 1989). Os
dados obtidos no presente trabalho mostraram que a provocacdo de
camundongos sensibilizados com ovoalbumina culmina no aumento do
conteudo de células inflamatdrias no espaco broncoalveolar, caracterizado pela
presenca de grande numero de eosindfilos, células mononucleares e
neutrofilos. Esse fendmeno foi ainda associado ao aumento nos niveis
teciduais de citocinas de perfil Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, e da quimiocina
eotaxina-1. Além do aumento da producao da citocina, IFN-y. Em concordancia
com nossos dados, estudos prévios mostram que amostras de biopsias das
vias aéreas, assim como, do fluido e de células do lavado broncoalveolar de
pacientes asmaticos apresentaram um aumento do RNAm para citocinas de
perfil Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13 (Robinson e cols., 1992, Huang e cols.,
1995). Interessantemente, ha relatos que mostram a ocorréncia de aumento da
producdo de IFN-y, uma tipica citocina de perfil Th1, nas vias aéreas e no soro
de pacientes asmaticos, entretanto, a participacdo desse mediador na
patogénese da asma ainda ndao é muito bem compreendida (Murdoch & Lloyd,
2010, Corrigan & Kay, 1992).

Verificamos que o tratamento com LASSBIi0-897 foi eficiente na
prevencao da inflamacgéo brénquica e da producédo de mediadores inflamatoérios
induzida pela provocagdo com ovoalbumina. Adicionalmente, o composto foi

eficaz em prevenir o aumento da resisténcia e elastancia pulmonares, assim
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como, a hiper-reatividade das vias aéreas. Diante disso, pode-se inferir que,
em um quadro inflamacdo pulmonar aguda, o bloqueio da producdo de
citocinas e quimiocinas verificado na condi¢ao de tratamento com LASSBio-897
esta associado a melhora da funcdo pulmonar e a reducéo do influxo de células
inflamatorias recuperadas no espaco broncoalveolar.

Com vistas a identificacdo do potencial alvo celular através do qual
LASSBIi0-897 medeia os efeitos observados frente a provocagdo aguda com
ovoalbumina, a atividade do composto foi avaliada em células T provenientes
de linfonodos de camundongos DO11.1. O papel de linfécitos T no controle da
inflamacédo alérgica é inequivoco. Relatos da literatura mostram que essas
células encontram-se aumentadas em numero na mucosa das vias aéreas de
pacientes com asma fatal (Azzawi e cols., 1992), e que apés a provocagao com
alérgeno ocorre um aumento no quantitativo de células T ativadas e citocinas
Th2 em biépsias brénquicas de asmaticos (Robinson e cols., 1993). Sabe-se
que o tratamento com glicocorticoides € capaz de reduzir o nimero de linfocitos
T, eosindfilos, mastocitos e células dendriticas nas vias aéreas de asmaticos,
através da supressado da producao de mediadores quimiotaticos e moléculas de
adesao, assim como, por mecanismos de inibicAo da sobrevivéncia dessas
células (Barnes & Adcock, 2003). Vimos que o tratamento com dexametasona
foi eficaz em reduzir a proliferacdo e aumentar a apoptose de linfécitos T
induzida por ovoalbumina. Em contrapartida, o tratamento com LASSBio-897
ndo interferiu na proliferacdo e sobrevida de linfocitos T estimulados com
ovoalbumina. No entanto, estudos adicionais acerca do efeito de LASSBIi0-897
sobre células T precisam ser realizados, pois o composto pode atuar em
eventos iniciais como na apresentacdo de antigenos e sobre a liberacdo de
citocinas.

Mastdcitos desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de
respostas alérgicas (Amin, 2012). Diante da importancia dessas células na
patogénese da asma, verificamos o efeito de LASSBio-897 sobre a
desgranulacdo anafilatica de células da linhagem RBL-2H3. Vimos que a taxa
de liberacdo de B-hexosaminidase induzida pelo desafio com DNP-BSA em
células sensibilizadas com IgE anti-DNP-BSA néao foi modificada pelo
tratamento com LASSBIi0-897.
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A natureza cronica da inflamacdo na asma apresenta implicacdes diretas
nas alteracdes estruturais do parénquima pulmonar, e influencia o diagndstico,
a prevencao e o tratamento da doenca (Lemanske & Busse, 2003, Al-Muhsen e
cols., 2011). A maioria dos modelos crénicos de asma envolve o aumento do
namero de exposicdes antigénicas e podem durar semanas e até meses (Lloyd
& Robinson, 2007, Hall & Agrawal, 2014, Lloyd, 2007).

Dando continuidade ao nosso estudo, investigamos o efeito de LASSBIo-
897 em camundongos sensibilizados e desafiados com ovoalbumina durante
quatro semanas consecutivas. Optamos por avaliar inicialmente o efeito
terapéutico de LASSBI0-897, onde o composto foi administrado, por via oral,
apenas nas duas Ultimas semanas de provocac¢do antigénica. Verificamos que
LASSBIi0o-897 ndo reverteu o comprometimento da mecéanica ventilatéria
causada pela exposicao crénica a ovoalbumina, ndo sendo capaz de modificar
as alteracdes de resisténcia e elastancia pulmonares nesse quadro. Ao
avaliarmos a producdo de mediadores inflamatorios, vimos que 0s niveis
teciduais das citocinas IL-5, IL-6, IL-13 e IFN-y encontram-se aumentados no
tecido pulmonar de camundongos desafiados com OVA. Além disso, foi ainda
observado o aumento do teor tecidual das quimiocinas eotaxina 1, eotaxina 2,
as quais sdo potentes quimioatraentes de eosindfilos (Pease & Williams, 2001),
e de MIP-1q, importante quimiocina implicada no recrutamento de mondcitos,
células dendriticas, neutréfilos e eosindfilos (Maurer & von Stebut, 2004).
Verificamos, no entanto, que o tratamento curativo realizado com LASSBio-
897, néo foi eficaz em inibir o aumento das citocinas e quimiocinas avaliadas,
com excecdo de IFN-y. O remodelamento das vias aéreas € um importante
componente da asma crbnica, o qual inclui a intensa deposicdo de
componentes da matriz extracelular no parénquima pulmonar, como o colageno
(Tattersfield e cols., 2002, Manuyakorn e cols., 2013). O aumento do contetdo
de colageno no tecido pulmonar de camundongos desafiados com ovoalbumina
foi observado através de analise bioquimica (técnica de Sircol), no entanto,
essa resposta nao foi revertida pelo tratamento terapéutico com LASSBIio-897.

Dando prosseguimento a analise do efeito de LASSBIi0-897 com base no
modelo de asma cronica, avaliamos a potencialidade do tratamento profilatico
com o composto. Dessa forma, LASSBIi0-897 foi administrado 1 hora antes de

cada desafio antigénico. De maneira similar ao observado no tratamento
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terapéutico, LASSBI0-897 administrado profilaticamente n&o preveniu o
aumento de resisténcia e elastancia das vias aéreas produzido pela exposi¢cado
a ovoalbumina. A administracao preventiva do composto também néo foi eficaz
em impedir o aumento dos niveis de eotaxina 1 e eotaxina 2 induzida por
ovoalbumina. De forma interessante, foi observada uma clara atenuacdo da
producdo de IL-5 e MIP-1a apds a exposigédo cronica a ovoalbumina, quando
0s animais foram tratados com LASSBIi0-897 preventivamente. Além disso, o
tratamento com o composto resultou na reducdo da deposicéo de colageno no
tecido pulmonar de animais asmaticos. Esse efeito parece refletir o bloqueio da
geracédo de IL-5 e MIP-1a, uma vez que esses mediadores tém sido descritos
por participar de processos de fibrogénese no pulméo. Essa suposicéo
encontra suporte na literatura que mostra a funcdo primordial da citocina IL-5
em processos de diferenciacdo e migracdo, e no aumento da sobrevida de
eosindfilos, os quais secretam fatores de crescimento pro-fibréticos como TGF-
B. Essas células, podem ainda liberar o conteddo de seus granulos nas vias
aéreas promovendo dano tecidual e, assim, iniciando ciclos de injuria e reparo
tecidual (Doherty & Broide, 2007). Ademais, animais deficientes em IL-5
desafiados com OVA apresentam um menor grau de fibrose peribronquica,
devido a reducdo do conteudo de colageno total e colageno Ill e V, que
comparado a animais selvagens alergenicamente desafiados (Cho e cols.,
2004). Por sua vez, dados da literatura reforcam o envolvimento de MIP-1a na
génese da inflamacéo e fibrose pulmonar. Um estudo recente mostra que a
delecdo genética ou o bloqueio farmacologico de MIP-1a e seu receptor,
CCR1, previnem a inflamacéo e a fibrose induzidas por radiacéo (Yang e cols.,
2011).

Dados anteriores de nosso grupo mostraram que as alteracbes de
mecanica ventilatéria, a inflamacdo das vias aéreas e componentes do
remodelamento do paréngquima pulmonar no modelo de asma crdnica utilizado
neste trabalho sdo sensiveis & acdo de anti-inflamatoérios esteroidais, como a
dexametasona, administrados terapeuticamente por via oral (dados néo
publicados). Assim, podemos considerar que a baixa eficacia do tratamento
terapéutico e profilatico com LASSBIio-897 no modelo de asma cronica possui
valor preditivo de que o composto nao seria tdo eficaz quanto corticoides para

o tratamento da asma humana.
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Seguindo com nossas analises, investigamos a acdo de LASSBIio-897
no modelo de injdria pulmonar aguda induzida por LPS. A endotoxina
bacteriana, lipopolissacarideo (LPS), € um complexo glicolipidico, comumente
encontrado na parede celular de bactérias Gram-negativas (Bryant e cols.,
2010, Wallin e cols., 2004). O LPS é amplamente disseminado no meio
ambiente e é, muitas vezes, encontrado em concentracbes elevadas em
poeiras organicas e em poluentes do ar. A exposi¢ao a poluentes ambientais,
incluindo LPS, pode desencadear inflamacdo pulmonar e desempenhar
importante funcdo na génese e perpetuacédo de doencas respiratérias croénicas,
a exemplo da asma (Kline e cols., 1999, Togbe e cols., 2007). A exposicéo a
baixas doses de LPS produz inflamacédo devido a ativacdo de macréfagos e
neutroéfilos, enquanto que doses mais altas resultam em lesao tecidual (Rojas e
cols., 2005). Assim, o LPS é um estimulo bem estabelecido e frequentemente
utilizado com a finalidade de reproduzir aspectos da inflamag&o pulmonar néo-
alérgica em modelos de doengcas como DPOC e sindrome da angustia
respiratoria aguda (SARA), entre outros (Hakansson e cols., 2012, Rojas e
cols., 2005, Kabir e cols., 2002).

Achados da literatura mostram que a inalagdo de uma dose Unica de
LPS por individuos saudaveis reduz o volume expiratério forcado no primeiro
segundo (VEF1) e o volume total exalado (ou capacidade vital, CVF ou FVC)
em testes de funcdo pulmonar (Thorn & Rylander, 1998, Rylander e cols.,
1989). Resultados semelhantes foram reproduzidos em camundongos, onde
além da reducdo de FEV1 e FVC, foi notado um aumento da elastancia
pulmonar (Hakansson e cols., 2012). Em ensaio destinado a avaliacdo da
mecanica ventilatoria, vimos que a exposi¢cdo a uma dose Unica de LPS por via
intranasal culmina no aumento de resisténcia e elastancia pulmonares. A
exposicdo ao LPS também resulta em aumento da resposta a metacolina,
demonstrando a presenca de um quadro de hiper-reatividade. Estes achados
estdo em concordancia com estudos prévios de Tigani e colaboradores que
demonstraram que a adenosina promove 0 aumento da brococonstriccdo em
ratos Brown Norway desafiados com LPS (Tigani e cols., 2002). Verificamos
gue o tratamento com LASSBIi0-897 foi capaz de prevenir o declinio da funcao

pulmonar e o aparecimento da hiper-reatividade induzida por LPS.
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O LPS é um potente indutor de reacdes orquestradas por ceélulas da
imunidade inata, e a exposi¢cdo aguda a essa endotoxina inicia uma série de
eventos do processo inflamatorio como o recrutamento de células, aumento da
secrecdo de mediadores quimicos e aumento de permeabilidade vascular,
culminando em um quadro de edema pulmonar (Hakansson e cols., 2012,
Bryant e cols., 2010). Nossos resultados mostraram que camundongos
instilados com LPS apresentam um aumento do infiltrado de células
inflamatorias no lavado broncoalveolar, o qual é caracterizado pelo predominio
de neutrdéfilos. O aumento no quantitativo de células totais induzido por LPS foi
prevenido pelo tratamento com LASSBIi0o-897, assim como, o aumento do
namero de neutréfilos e eosindfilos no lavado broncoalveolar. A inflamacéo
neutrofilica induzida por LPS foi anteriormente mostrada em humanos e foi
sensivel ao tratamento com salmeterol, um agonista B;-adrenérgico (Wallin e
cols., 2004). O aumento do numero de neutréfilos no BAL, induzido por LPS, foi
também evidente em camundongos e pode ser revertido pelo tratamento com
glicocorticoides (Hakansson e cols., 2012). A ativacdo de células do sistema
imune por LPS contribui para a progressao da reacao inflamatéria através da
liberagdo de citocinas, quimiocinas, enzimas, eicosanoides e radicais livres
(Rojas e cols., 2005, Albaiceta e cols., 2010, Rittirsch e cols., 2008). O aumento
tecidual das citocinas IL-6, TNF-a e IFN-y e da quimiocina MIP-2 foi detectado
nos pulmdes de animais desafiados com LPS, sendo essa resposta abolida
pelo tratamento com LASSBIi0-897.

Os resultados obtidos no modelo de inflamag¢do pulmonar induzida por
LPS demonstram a potencialidade do LASSBIi0o-897 em condicfes inflamatérias
nao-alérgicas, e nos permitiram aventar a possivel atividade do composto em
controlar processos inflamatérios pulmonares desencadeadas por estimulos
distintos aos que atuam no desenvolvimento de doencas de carater alérgico
como a asma.

Seguindo com a préxima abordagem proposta no presente trabalho,
buscamos delinear a atividade de LASSBIi0-897 em um modelo experimental
de silicose murino. A silicose tem sido reproduzida em diferentes modelos
animais com base em camundongos, 0s quais podem desenvolver alteracoes
morfolégicas semelhantes as observadas em humanos (Borges e cols., 2001,

Perez-Ramos e cols., 1999). Achados prévios de nosso grupo mostraram que
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28 dias apos insulto intranasal Unico com particulas de silica, camundongos
Swiss Webster desenvolveram caracteristicas coincidentes a silicose humana
como inflamacdo granulomatosa cronica e fibrose pulmonar que resultam na
reducdo da capacidade pulmonar (Ferreira e cols., 2013).

Pacientes silicoticos, em estagios avancados da doenca, apresentam um
declinio na funcdo pulmonar decorrente da restricdo a expansibilidade dos
pulmdes e reducédo de difusdo de monodxido de carbono devido as intensas
modificacdes estruturais das vias aéreas e do paréngquima pulmonar. Em
alguns casos, testes espirométricos revelam um padrdo de deficiéncia
pulmonar misto, obstrutivo e restritivo (Terra Filho & Santos, 2006, Jindal,
2013). Nossos dados foram consistentes com observacdes anteriores que
revelaram o aumento de resisténcia e elastancia pulmonares, 28 dias ap0s o
contato inicial com silica (Ferreira e cols., 2013). Observamos ainda um quadro
de hiper-reatividade das vias aéreas em animais silicOticos através da
estimulacdo com concentracdes crescentes de metacolina. A hiper-reatividade
€ uma caracteristica distintiva da asma, no entanto, sua ocorréncia ndo se
restringe apenas a individuos asmaticos. A obstrucdo aguda ao fluxo de ar
desencadeada por estimulos inespecificos também pode ser observada em
outras doencas pulmonares crénicas como a fibrose cistica e DPOC
(Lemanske & Busse, 2003, Blease e cols., 2000, Eggleston e cols., 1988). Em
nosso estudo, verificamos que administracdo durante 7 dias consecutivos do
composto LASSBIi0-897, 21 dias apds a estimulacdo com silica, foi capaz de
reverter as alteracbes de resisténcia e elastancia pulmonares e a
broncoconstriccdo induzida por metacolina em camundongos silicéticos.

Camundongos, assim como humanos, quando expostos a particulas de
silica cristalina desenvolvem lesBes inflamatdrias granulomatosa e intensa
reacao fibrética no parénquima pulmonar (Perez-Ramos e cols., 1999, Larche e
cols., 2003). Em nossos ensaios, vimos que camundongos desafiados com
silica apresentaram intenso processo inflamatorio e ocupacdo de grande area
do parénquima pulmonar por nodulos silicéticos. Além disso, analises
histologica e bioquimica mostraram que ocorre um acumulo excessivo de
colageno no tecido pulmonar de animais expostos a silica. Camundongos
silicéticos tratados terapeuticamente com LASSBIi0-897 apresentaram uma

reducdo do infiltrado inflamatério, acompanhado pela redu¢cdo em namero e
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tamanho dos granulomas, além de marcada diminuicdo da deposicdo de
colageno no parénquima pulmonar.

A permanéncia de particulas de silica no tecido pulmonar perpetua o
ciclo de injaria e reparo tecidual ao promover a estimulacdo continuada de
células inflamatorias e estruturais no pulmao, ainda que a exposi¢cao a silica
tenha sido abolida (Thakur e cols., 2009). Analises qualitativas de sec¢des do
tecido pulmonar, corados com picro-sirius, sob luz polarizada revelaram a
presenca de particulas de silica birrefrigentes nas vias aéreas de camundongos
silicéticos, principalmente em areas de formacdo nodular. O tratamento com
LASSBIi0-897, durante 7 dias consecutivos, foi eficaz em reduzir a quantidade
de particulas residuais no tecido pulmonar 28 dias apés a instilacdo intranasal
de silica. Os mecanismos de remocdo de particulas depositadas no tecido
pulmonar incluem o sistema muco-ciliar ascendente, a fagocitose por
macréfagos alveolares e a drenagem através do sistema linfatico (Thakur e
cols., 2009, Fernandez Tena & Casan Clara, 2012, Lippmann e cols., 1980).
Substancias que acentuam o “clearance” de particulas no pulmdo séao
fundamentais para o tratamento efetivo da silicose (Fu e cols., 2013). O
desempenho do LASSBIi0-897 nesse quadro reforca sua agcado no controle da
toxicidade causada pela deposicéo de silica no pulmdo. Dessa forma, estudos
adicionais sdo necessarios para elucidar o mecanismo pelo qual LASSBio-897
acentua a remocéo de particulas do tecido pulmonar.

Inimeros mediadores inflamatérios estdo envolvidos na progressédo da
silicose. A fagocitose de particulas de silica que alcancaram os alvéolos
pulmonares, por macrofagos residentes, culmina na secrecdo de citocinas e
guimiocinas que regulam o recrutamento de células inflamatérias e o
desenvolvimento da reacao fibrética (Vanhee e cols., 1995). Nossas analises
revelaram niveis teciduais aumentados das citocinas IL-6 e TNF-a e das
guimiocinas KC e MIP-2 em animais tornados silicéticos. Esse padrdo de
secrecdo de mediadores inflamatorios foi alterado pela administracéo
terapéutica de LASSBI0-897 a camundongos silicticos, sendo observado
assim a reducao da producéo tecidual de IL-6, TNF-a, KC e MIP-2.

Células da imunidade inata, assim como, células estruturais podem ser
diretamente ativadas por particulas de silica que atingem os alvéolos

pulmonares, e sao importantes fontes de mediadores inflamatorios que
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orquestram a inflamacdo e o processo fibrotico (Huaux, 2007). Assim,
avaliamos o efeito de LASSBIi0-897 sobre mastécitos, células epiteliais,
macréfagos e fibroblastos.

Dados anteriores do nosso grupo mostraram que 28 dias apds a
exposicao a silica, ocorre um aumento do nimero de mastdcitos ao redor dos
brébnquios, em areas de formacao nodular, e especialmente, em regides de
fibrose (Farias Filho, 2008). Essas evidéncias estdo em consonancia com
achados da literatura que enfatizam a participagdo de mastocitos na
patogénese da silicose e mostram o aumento dessas células no pulméo de
pacientes silicoticos (Brown e cols., 2007, Suzuki e cols., 1993, Hamada e
cols., 2000). Verificamos que as particulas de silica ativaram de forma direta
mastocitos derivados de medula “in vitro”, resultando no aumento de
desgranulagdo, através da quantificacdo de [-hexosaminidase no
sobrenadante da cultura, no entanto, essa resposta ndo foi sensivel ao pré-
tratamento com LASSBIi0-897. Avaliagbes complementares a fim de melhor
delinear o efeito de LASSBIi0-897 sobre o controle do nimero de mastocitos no
parénquima pulmonar apés desafio com silica podem ser realizadas, por
exemplo, através da analise de cortes histolégicos corados com azul de alcian
e safranina.

A citotoxicidade direta de particulas de silica sobre células epiteliais e
macrofagos induz a producédo de citocinas e quimiocinas que amplificam a
inflamacdo e aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio que
promovem dano tecidual. Nesse ambiente inflamatério e oxidativo, células
epiteliais e macrofagos passam a secretar fatores de crescimento e
mediadores fibrogénicos que ativam mecanismos de fibrose (Castranova,
2004). Ademais, hiperplasia e hipertrofia de células epiteliais do tipo Il em
consequéncia da injuria causada ao epitélio apds insultos com silica
representam a expressao precoce de fibrogénese (Mossman & Churg, 1998).
Nossos resultados mostraram que a estimulacdo de células epiteliais da
linhagem A549 com particulas de silica resulta no aumento da producgéo de IL-
8, entretanto, o tratamento com LASSBIi0-897 ndo modificou a secrecédo dessa
citocina no sobrenadante da cultura.

De acordo com os dados citados acima, mastdcitos e células epiteliais

parecem nédo ser alvos diretos da acdo de LASSBIi0-897, a qual culmina na
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melhora da funcdo pulmonar e na reducdo da inflamac&o granulomatosa e
fibrose no parénquima pulmonar.

A formacgdo de nodulos silicoticos no parénquima pulmonar € uma
caracteristica patoldgica distintiva da silicose. As lesdes iniciais constituem-se
por um conjunto de macréfagos com particulas de silica concentradas no
espaco intracelular. Enquanto granulomas maduros apresentam macréfagos
gigantes, e eventualmente, a presenca de células multinucleadas é notada
(Davis, 1986). A imunomarcacao do antigeno F4/80 em cortes histoldgicos de
pulm@o evidenciou o aumento do numero de macrofagos no parénquima
pulmonar de animais silicéticos, sendo essa marcagdo mais expressiva nas
regidbes de formagéo de granuloma. O tratamento com LASSBIi0-897 resultou
em uma potente reducdo da marcacdo de macrofagos ativados no tecido
pulmonar. Macréfagos alveolares ndo sdo apenas um dos principais
constituintes de granulomas, mas também atuam diretamente no
desenvolvimento da reacao inflamatéria através da secrecao de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a (Rimal e cols., 2005). Nossas analises revelaram
gue a estimulacao direta de macréfagos alveolares resulta, conforme esperado,
no aumento da producdo de TNF-a. O tratamento prévio dessas células com
LASSBIi0-897 reduziu a secre¢ao de TNF-a no sobrenadante da cultura apenas
na maior concentracdo testada (102 M). LASSBi0-897 poderia estar atuando
ainda em outros processos que resultam da ativacao de macréfagos pela silica,
como a ativacdo de vias de estresse oxidativo, que contribui para os danos
teciduais observados na silicose (Sato e cols., 2008). Portanto, investigacoes
adicionais séo requeridas para melhor compreensédo do efeito de LASSBIi0-897
sobre a regulacédo de macrofagos alveolares na silicose.

Os componentes celulares das lesGes granulomatosas do parénquima
pulmonar na silicose ndo se restringem apenas a macréfagos. Muitos linfocitos,
e ocasionalmente, neutrofilos podem ser observados. Dentre os constituintes
dos nédulos silicoticos, destacam-se também os fibroblastos, os quais séo
diretamente relacionados a fibrogénese no contexto da silicose (Davis, 1986). A
ativagcdo de fibroblastos resulta na expressao de a-SMA, e por sua vez, marca
0 processo de transdiferenciacdo dessas células a miofibroblastos (Hao e cols.,
2013). Vimos que a exposicao a silica resulta no aumento da marcagao de a-

SMA no tecido pulmonar, com predominio de expressdo nas regifes de

93



formacéo de granulomas. Ao tratarmos os animais que foram expostos a silica
com LASSBIi0-897, verificamos uma marcada reducéo da expresséao de a-SMA
no tecido pulmonar. Classicamente, considera-se que 0 aumento dessas
células no pulméo, em condicbes de fibrose, resulte da ativacéao e proliferacéo
de populacdes de fibroblastos residentes. Atualmente, acredita-se que
processos de transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) e a migracdo de células-
tronco mesenquimais, denominados fibrécitos, também estejam entre os
mecanismos envolvidos na modificacdo do padrdo populacional de células
fibroblasticas observado em doencas pulmonares fibréticas (McAnulty, 2007,
Hao e cols., 2013).

Em ensaios “in vitro”, vimos que o tratamento com LASSBIi0-897 reduziu
a taxa de proliferacao de fibroblastos provenientes de pulmdo de camundongos
silicoticos estimulados com IL-13, no entanto, o mesmo efeito ndo foi
observado quando avaliou-se a atividade do composto em células oriundas de
animais saudaveis. Diante disso, pode-se inferir que a reducédo da proliferacédo
de fibroblastos pelo tratamento com LASSBIi0-897 tenha uma repercussao
direta sobre a diminuicdo dessas células no tecido pulmonar de animais
silicoticos tratados com o composto.

A alteracdo fenotipica de fibroblastos ativados € acompanhada pela
ativacdo da maquinaria biossintética e essas células passam a produzir
citocinas e proteinas de matriz extracelular, como o colageno, que implicam no
desenvolvimento de fibrose e no remodelamento tecidual em doencas fibréticas
(Hinz, 2007, Hu e cols., 2014). Verificamos que a estimulagdo com IL-13 induz
aumento da producdo de colageno tanto em células provenientes de uma
condicdo de silicose como de animais controle. Demonstramos que o
tratamento com LASSBIi0-897 promoveu uma expressiva reducao da producéo
de colageno induzida por IL-13 em ambas condi¢cdes. Em conjunto, esses
dados demonstram que LASSBIi0-897 é capaz de regular a atividade de
fibroblastos pulmonares, reforgcado sua acdo antifibrética observada no modelo
murino de silicose.

Estudos anteriores mostram que a estimulagdo com particulas de silica
pode culminar na ativacdo de NF-kB em macrofagos (Chen e cols., 1995, Chen
e cols., 1995, Rojanasakul e cols., 1999). O NF-kB é um fator de transcrigdo

nuclear que, quando ativado, promove a expressdo génica de diversas
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moléculas pré-inflamatdrias como citocinas e quimiocinas, enzimas e moléculas
de adesdo, as quais estdo diretamente envolvidas no recrutamento de
leucécitos e progressao da inflamacédo (Castranova, 2004, Christman e cols.,
2000). O tratamento com LASSBIi0-897 modificou o padrdo de expresséo
tecidual de NF-kB em animais silicoticos. Esse efeito pode estar diretamente
relacionado a inibicdo da producdo de citocinas e quimiocinas produzida pela
administracéo terapéutica de LASSBIi0-897 em animais silicéticos. No entanto,
nossa abordagem sobre a relevancia da ativacdo de NF-kB no efeito produzido
por LASSBIi0-897 precisa ser melhor investigada. Assim, faz-se necessario
avaliar se o composto modula a fosforilagdo e translocacdo desse fator do
citoplasma para o nucleo celular.

As evidéncias de que LASSBIi0-897 apresentou afinidade de ligacéo
apenas ao receptor de adenosina Axa entre 100 possiveis alvos farmacologicos
avaliados em um mapeamento realizado pela empresa CEREP, motivou
investigacdes adicionais por parte de nosso grupo. Dessa forma, foi
demostrado que LASSBI0-897 parece modular receptores de adenosina do
subtipo Apa por meio de mecanismos indiretos, e ndo através de atividade
agonista/antagonista classica. Assim, LASSBIi0-897 atuaria potenciando a a¢ao
da adenosina através da modulagéo positiva de sitios alostéricos de receptores
Aza (Carvalho, V. F.; dados ndo publicados). A literatura atual enfatiza que
moduladores alostéricos podem apresentar vantagens terapéuticas sobre
agonistas ortostéricos, que incluem maior especificidade pelo subtipo do
receptor de adenosina e reducdo de efeitos adversos. Acredita-se que
moduladores alostéricos ndo exercam atividade por si s6, mas que sua ligacao
ao sitio alostérico altere a conformacéo do receptor, favorecendo a interacao
do ligante ortostérico (Chen e cols., 2013, Goblyos & ljzerman, 2009, Goblyos
& ljizerman, 2011). Pressupde-se que a ativacdo do receptor em dois sitios
distintos resulte em maior especificidade tecidual, uma vez que agonistas
alostéricos necessitam da atividade conjunta do agonista enddégeno. Dessa
forma, moduladores positivos do sitio alostérico de receptores de adenosina
atuariam em conjunto com 0s niveis aumentados de adenosina em sitios
inflamatorios e exerceriam efeitos mais brandos em tecidos saudaveis onde a

adenosina é mantida em niveis basais (Chen e cols., 2013).
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A possivel capacidade de modulacdo alostérica de receptores de
adenosina A,a por LASSBI0-897 pode nos ajudar a entender alguns de seus
efeitos nos modelos murinos de inflamacgéao pulmonar estudados.

Foi anteriormente demonstrado que a remocdo genética de receptores
Aza em camundongos leva a um significativo aumento de hiper-reatividade das
vias aéreas em resposta a metacolina. Interessantemente, a exacerbacgéo
dessa resposta foi percebida quando camundongos A,x”  foram
antigenicamente desafiados (Nadeem e cols., 2007). Em consonancia com tal
evidéncia, vimos que LASSBIi0-897 foi eficaz em melhorar a funcdo pulmonar e
prevenir o aparecimento de hiper-reatividade em camundongos apos insultos
alergénicos, com LPS ou particulas de silica. Além disso, LASSBio-897 parece
desempenhar um efeito inibitério sobre a hiper-reatividade das vias aéreas,
apos dois desafios repetidos com ovoalbumina, mais potente que aquele
apresentado pelo agonista classico do receptor de adenosina Aa, CGS 21680,
uma vez que a administracdo profilatica de CGS 21680, por via intranasal, ndo
foi suficiente para inibir a hiper-reatividade suscitada pela exposi¢do Unica de
camundongos sensibilizados ao aerossol de 5% de ovoalbumina (Bonneau e
cols., 2006).

O efeito anti-inflamatério desencadeado pela ativacdo de receptores de
adenosina A;a € amplamente aceito e estudado. Vimos que LASSBIi0-897 inibiu
significativamente o infiltrado inflamatério e a producdo de citocinas e
quimiocinas no tecido pulmonar ante a exposi¢do a ovoalbumina, LPS e silica
em camundongos. Nossos dados estdo de acordo com Fozard e colaboradores
gue mostraram que CGS 21680 administrado por via intratraqueal reduz de
maneira dose dependente o numero de leucdcitos (eosinéfilos, neutrdfilos e
linfécitos), o contetdo proteico e atividade de mieloperoxidase (MPO) e da
peroxidase eosinofilica (EPO) no lavado broncoalveolar de ratos, 24 h apos o
desafio com ovoalbumina, sendo essa resposta equiparada ao efeito do
glicocorticoide budesonida e revertida pelo antagonista seletivo do receptor
Aza, ZM 241385 (Fozard e cols., 2002). O efeito anti-inflamatério de agonismo
de receptores A,a foi demonstrado em um modelo de inflamag&o pulmonar
aguda induzida por carragenina, onde o tratamento com CGS 21680 resultou
na reducdo do infiltrado neutrofilico no tecido pulmonar, acompanhado pela

diminuicdo dos niveis de TNF-a e IL-1B3 no exsudato pleural de camundongos.
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Além disso, tratamento com CGS 21680 reduziu o aumento da expressao
tecidual de iINOS, ICAM-1, P-selectina, MPO e NF-kB induzido por carragenina
(Impellizzeri e cols., 2011).

Efeitos anti-inflamatoérios produzidos pela ativacao de receptores de Aa
em mastocitos, eosindfilos, macréfagos, linfocitos, células epiteliais e
neutrofilos sdo amplamente disseminados na literatura (Spicuzza e cols., 2006,
Cicala & lalenti, 2013, Trevethick e cols., 2008, Brown e cols., 2008). Contudo,
o tratamento com LASSBIi0-897 nao produziu nenhum efeito sobre a atividade
de células implicadas no desenvolvimento da asma como mastécitos e
linfécitos. O mesmo foi observado quando o efeito de LASSBio-897 foi avaliado
sobre mastécitos, células epiteliais e macréfagos ativados por particulas de
silica. No entanto, considerada a possivel atividade alostérica de LASSBIio-897
sobre receptores A,a, a potencialidade do composto pode ter sido subestimada
em nossos ensaios. Assim, torna-se coerente a realizacdo de avaliagdes
complementares da acdo de LASSBIi0-897 sobre essas células, na presenca de
adenosina exdgena, uma vez que ativadores aldstericos requerem a presenca
do ligante ortostérico para exercerem seus efeitos.

Conforme anteriormente mencionado, o tratamento com LASSBi0-897
sobrepujou o efeito fibrogénico desencadeado pelo insulto pulmonar com
particulas de silica em camundongos e reduziu significativamente a
proliferacdo e producdo de colageno induzida por IL-13 em fibroblastos
oriundos de uma condicdo de silicose. Consideradas as observagdes acima,
pode-se arrazoar uma importante atividade antifibrotica de LASSBIio-897 na
silicose. Contudo, a correlacdo direta entre o efeito apresentado e a atividade
do composto sobre receptores de adenosina Aza € complexa, tendo em vista
que a associacdo entre a ativacdo desses receptores e fibrose é bastante
controversa na literatura atual.

InvestigacBes anteriores mostraram que a ativacdo farmacoldgica de
receptores Aza suprime a fibrose intersticial renal em um modelo murino de
obstrucao ureteral unilateral (OUU), onde CGS 21680 aboliu a deposi¢céo de
colageno tipo | e Il, reduziu a expressdao de mRNA para TGF-B1 e inibiu a
expressao de a-SMA apos OUU. Foi ainda observado que a remog¢ao genética
de receptores Apa potencializou a progressdo da fibrose intersticial renal

induzida por OUU, reforcando a importancia desse receptor em prevenir a
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fibrose renal (Xiao e cols., 2013, Xiao e cols., 2013). De forma semelhante, a
ativacado de receptores A, promoveu uma pronunciada reducao da deposicéo
de colageno |, lll e IV e da expressdao de a-SMA em um modelo de
glomerulonefrite em ratos (Garcia e cols., 2011). No entanto, efeitos opostos
foram observados quando utilizou-se ferramentas de bloqueio farmacolégico e
de delecdo genética de receptores Ao em modelos de fibrose hepética
induzida por tetracloreto de carbono ou por tioacetamida (Chan e cols., 2006).
O bloqueio de receptores Axa foi ainda descrito por prevenir a fibrose peritoneal
(Nakav e cols., 2009) e dérmica (Fernandez e cols., 2008). Diante dessas
evidéncias, pode-se conjecturar uma possivel regulacdo 6érgdo ou tecido
especifico da funcdo de receptores de adenosina Aa no controle da fibrose
(Xiao e cols., 2013). Esse cenario reforca que a modulacdo farmacoldgica de
receptores A,a precisa ser altamente restrita a sitios de injuria tecidual para
reduzir possiveis efeitos adversos.

O efeito de LASSBIi0-897 em modelos de inflamagdo pulmonar
abordados nesse trabalho, coincidem com o efeito produzido por agonistas de
receptores A,n mostrados na literatura atual, no entanto, a atividade
farmacolégica do composto sobre esses receptores precisa ser melhor
estudada.
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6. Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

O composto LASSBI0-897 foi eficaz em inibir as alteracbes de
resisténcia e elastancia pulmonares, assim como o acumulo de células
inflamatorias nos pulmbes de camundongos apos estimulacdo aguda
com ovoalbumina, atividade que parece nao resultar de uma acao direta
sobre células T e mastécitos, mas associada ao bloqueio de citocinas e

qguimiocinas;

O tratamento, profiladtico e terapéutico, com LASSBIi0-897 falhou no
controle da inflamacao e hiper-reatividade das vias aéreas no modelo de

asma cronica;

A administracdo de LASSBIi0-897 foi eficaz em reduzir o aumento do
ndamero de células inflamatérias no BAL, assim como, 0s niveis
teciduais de mediadores inflamatorios ante a exposicdo a LPS em
camundongos. Além disso, a administracdo de LASSBIi0-897 inibiu o
aumento de resisténcia e elastancia pulmonares ap0s a exposicao a
LPS.

LASSBIi0-897 promoveu a melhora da inflamacéo e da fibrose pulmonar
no modelo murino de silicose que parece resultar tanto do aumento do
“clearance” de particulas de silica, que culmina na interrupg¢éo do ciclo
de injaria tecidual, quanto da inibicAo da secrecdo de citocinas e
quimiocinas, por meio de um mecanismo que envolve a sinalizagéo
através de NF-kB. A reducdo do processo fibrotico produzida pelo
tratamento com LASSBIi0-897 relaciona-se a inibicdo da proliferacédo e
producdo de coldgeno por fibroblastos tratados com o composto.
Ademais, o controle da inflamacdo e a melhora da qualidade do
parénquima pulmonar parecem estar associados a restauracdo da

funcdo pulmonar em animais tratados com LASSBIio-897.
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Conclui-se que o composto LASSBIi0-897 pode prevenir a instalacdo do
quadro de asma aguda, sem contudo alterar a resposta asmatica ja instalada.
A capacidade do LASSBIi0-897 de reverter a resposta inflamatoria e fibrotica
pulmonar induzida por particulas de silica sugere uma aplicacdo na silicose,

mais do que na asma, seja uma perspectiva verdadeiramente promissora.
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